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RESUMEN
El 17P-estradiol (estradiol) y la progesterona son las principales hormonas sexuales 
femeninas. Aunque su papel mas conocido es en desarrollo, diferenciacion sexual y 
reproduccion, ambas tienen importantes efectos en el sistema nervioso. Ambas hormonas 
muestran propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias que limitan los danos 
producidos por distintos agentes y facilitan la recuperacion. Sumado a esto, existen 
numerosos indicios de que en diversas patologias en humanos, y en algunos de los modelos 
animales de estas, existe un dimorfismo sexual y las hormonas ovâricas podrian ejercer un 
efecto protector y/o terapéutico. Asimismo, los moduladores selectivos de los receptores de 
estrôgeno también presentan actividad neuroprotectora similar a la del estradiol, con la 
ventaja de ejercer un efecto antagonista en varios tejidos periféricos.
En esta tesis se ha investigado el efecto de la privaciôn de hormonas ovâricas y del 
tratamiento con estradiol, progesterona y los moduladores selectivos de los receptores de 
estrôgeno en dos modelos de patologias psiquiâtricas: la depresiôn y la esquizofrenia. En el 
modelo de depresiôn, se determinô la influencia del estrés y la ovariectomia en ratones 
hembra en comportamientos que modelizan la depresiôn y la ansiedad en humanos. Se 
estudiaron también los efectos del estrés y la ovariectomia sobre la proliferaciôn celular en 
el hipocampo, que ha sido relacionada con la depresiôn y sobre las células de glia, que son 
las primeras que acusan cualquier agresiôn al sistema nervioso debido a su roi 
inmunolôgico. Descubrimos que la interacciôn entre el estrés y la ovariectomia, 
especialmente la ovariectomia de larga duraciôn, hacen emerger comportamientos de tipo 
depresivo y ansioso, y la ovariectomia por si sola induce un aumento en la densidad de 
astrocitos y células NG2 y una disminuciôn en la proliferaciôn celular. Ademâs, el 
tratamiento con estradiol, progesterona, raloxifeno o tamoxifeno es capaz de revertir los 
efectos conductuales observados.
En el segundo modelo de estudio, estudiamos ratas macho y hembra sometidas a 
inyecciôn de LPS prenatal, como modelo de esquizofrenia. Observâmes que las ratas 
macho mostraron un mayor deterioro que las ratas hembra en diversas pruebas 
conductuales relevantes para la esquizofrenia. En el test de reconocimiento de objetos las 
ratas macho tratadas prenatalmente con LPS mostraron un deterioro que no se observô en
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las hembras y ademas también se observaron alteraciones en los receptores de estrôgeno y 
componentes de las vias de senalizaciôn por IGF-1 de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y 
de las proteinas quinasa activadas por mitôgeno (MPAK), que estân implicadas en los 
mecanismos de neuroprotecciôn por estradiol. El tratamiento con estradiol, progesterona, 
tamoxifeno y raloxifeno revirtiô los déficits observados en ratas macho en el 
reconocimiento de objetos.
También se observô una alteraciôn leve en la inhibiciôn prepulso en machos, pero 
no en hembras, y una falta de respuesta a anfetamina en machos que tampoco se observô 
en hembras intactas, aunque la privaciôn hormonal en hembras indujo también un defecto 
en la respuesta dopaminérgica. Estos efectos, fueron acompaflados, tanto en ratas macho 
como en hembra, por alteraciones en la expresiôn de marcadores de actividad 
dopaminérgica y de inflamaciôn. Estas alteraciones fueron mâs frecuentes en ratas macho 
y de distinta indole que en las hembras, demostrando asi de nuevo la distinta 
susceptibilidad a insultos inflamatorios y distinta respuesta a hormonas que existe en 
machos y hembras. El tratamiento con estradiol normalizô la inhibiciôn prepulso y la 
respuesta a anfetamina en ratas macho tratadas prenatalmente con LPS. Asimismo el 
estradiol demostrô modular los marcadores de actividad dopaminérgica e inflamaciôn de 
una forma diferente en machos y hembras, y en algunos casos los animales LPS mostraron 
una respuesta diferente al estradiol que los contrôles.
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EL ESTRADIOL Y LA PROGESTERONA
Smtesis y  origen
El 17p-estradiol (que a partir de ahora llamaremos estradiol) y la progesterona son 
las principales hormonas sexuales femeninas. La smtesis del estradiol, la progesterona y 
varios de sus metabolitos se realiza a partir del colesterol, a través de una ruta biosintética 
que también puede resultar en la producciôn de testosterona (figura 1).
C olesterol
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Figura 1: Biosintesis de las hormonas sexuales y sus metabolitos 3P-HSD: 3-P-hidroxi-esteroide- 
deshidrogenasa; 17P-HSD: 17P-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa; DHEA: dehidroepiandrosterona.
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La principal fuente del estradiol y la progesterona en mujeres en edad reproductiva 
es el ovario, pero el estradiol también puede ser sintetizado por los testiculos en los 
hormbres y por la corteza suprarrenal, el tejido adiposo y el cerebro en ambos sexos. La 
progesterona también se sintetiza en las glândulas suprarrenales, en cerebro y durante el 
embarazo en la placenta. Durante el desarrollo prenatal, los fetos masculinos estân 
expuestos a testosterona de procedencia testicular que tras su aromatizaciôn a estradiol en 
el tejido nervioso induce varios eventos como la sintesis de prostaglandinas que conducirân 
a la masculinizaciôn del cerebro (Wright y cols., 2010). Durante el desarrollo postnatal y la 
pubertad, el estradiol adquiere vital importancia para el desarrollo del comportamiento 
sexual femenino, las caracteristicas sexuales secundarias y el control de los ciclos 
reproductivos (McCarthy y cols., 2009). El estradiol y la progesterona funcionan de forma 
coordinada para inducir la ovulaciôn: previamente a esta se da una elevaciôn en los niveles 
de estradiol y progesterona de procedencia ovârica. El incremento en los niveles 
plasmâticos de estradiol induce la sintesis de receptores de progesterona en el hipotâlamo. 
Ademâs, recientemente se ha observado que el aumento de estradiol de origen ovârico 
también induce la sintesis de progesterona en el hipotâlamo (Micevych y Sinchak, 2008).
El estradiol y la progesterona no estân solamente implicados en el control de la 
reproducciôn, sino que también regulan numerosas funciones biolôgicas en tejidos no 
reproductivos como el sistema cardiovascular, el hueso y el sistema nervioso (Scarpin y 
cols., 2009).
Mecanismos de acciôn
Tanto el estradiol como la progesterona pueden actuar a través de mecanismos 
iniciados en la membrana celular y a través de mecanismos que dependen de receptores 
intracelulares. Los receptores mejor caracterizados que median la acciôn del estradiol, son 
los receptores de estrôgenos a (ERa) y p (ERP), que son codificados por distintos genes y 
forman parte de la super familia de receptores nucleares (Green y cols., 1986; Kuiper y 
cols., 1996). Ambas isoformas poseen un dominio N-terminal responsible de la funciôn 
trans-activadora (AF-1), el dominio C, responsable de la uniôn a ADN, un dominio bisagra 
con la senal de translocaciôn al nùcleo y el dominio E/F, donde se produce la uniôn de 
ligando y se encuentra la funciôn reguladora de activaciôn de la transcripciôn (Micevych y 
Dominguez, 2009). El ERa y el ERp presentan diferencias entre si en sus dominios AFl y
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AF2, lo cual podria ser una de las formas por la que regulan distintos eventos (Gonzales y 
cols., 2008; Tee y cols., 2004).
Tras la uniôn del estradiol, los receptores dimerizan pudiendo formar homodimeros 
y heterodimeros y se asocian a unas zonas especifica de los promotores en el DNA, los 
elementos de respuesta a estrôgeno (ERE) donde atraen maquinaria trasncripcional y 
cofactores para regular la expresiôn génica (Cheskis y cols., 2007). El estradiol también 
puede modular genes que carecen de las secuencias ERE mediante la interacciôn de los ER 
con factores de transcripciôn como el NFkB, CREE o fos/jun regulando la transcripciôn a 
través de la proteina activadora 1 (AP-1) (Morissette y cols., 2008a).
Ademâs de la regulaciôn génica directa, también existen ERa y ERp asociados a 
membrana, junto a otros receptores que unen estradiol como el ER-X y el GPR30 (Hazell y 
cols., 2009; Toran-Allerand y cols., 2002). Estos receptores asociados a membrana 
desencadenan acciones râpidas que finalmente también pueden regular la transcripciôn 
(Bjomstrom y Sjoberg, 2005). Por este tipo de mecanismos, el estradiol régula las vias de 
las proteinas quinasas activadas por mitôgeno (MAPK) y de la fosfatidilinositol-3 quinasa 
(PI3K)/Akt (Dhandapani y Brann, 2002). A través de la activaciôn de los receptores de 
estrôgeno, el estradiol conduce a una activaciôn secuencial de proteinas que termina con la 
activaciôn de las quinasas ERKl y 2, que a su vez activan numerosos factores de 
transcripciôn relacionados con supervivencia neuronal (Marin y cols., 2005; Mhyre y 
Dorsa, 2006) A su vez, el estradiol induce la activaciôn de la Akt (Chong y cols., 2005) 
que régula una gran cantidad de proteinas relacionadas con supervivencia y apoptosis 
como Bcl-2, Bcl-X, Bax y Bad (Mattson, 2000; Garcia-Segura y cols., 2001). Ambas vias 
convergen en la inhibiciôn por fosforilaciôn en la serina 9 de la glicôgeno sintasa quinasa- 
3p (GSK-3), promoviendo dicha inhibiciôn la supervivencia neuronal (Hetman y cols.,
2000). El estradiol modula estas vias de una forma cooperativa con el factor de crecimiento 
similar a insulina 1 o IGF-1 (Chong y cols., 2005; Cardona-Gômez y cols., 2001), como se 
puede observar en la figura 2. A través de la interacciôn entre sus receptores el estradiol y 
el IGF-1, ejercen numerosas acciones neuroprotectoras y regulan el desarrollo neuronal, la 
plasticidad sinâptica y la neurogénesis postnatal (revisado por Garcia-Segura y cols., 
2010).
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Figura 2: mecanismos de neuroprotecciôn por estradiol e IGF-1.El estradiol y el IGF-1 activan las vias 
de PI3K y MAPK. Esto conduce a la fosforilaciôn de ERK y su translocaciôn al nùcleo donde puede regular 
la transcripciôn. Por otro lado, Akt activada fosforila varias proteinas inhibiéndolas o activândolas, y a 
factores de transcripciôn lo que lleva a su translocaciôn al nùcleo donde regularân la transcripciôn. Ambas 
vias inducen la inhibiciôn de GSK-3 por fosforilaciôn lo cual induce supervivencia neuronal.
La progesterona, al igual que el estradiol, también puede actuar por medio de 
mecanismos iniciados en la membrana o mediados por receptores intracelulares. El 
receptor de progesterona (PR) constituye un ejemplo de los receptores de la transcripciôn 
activados por ligando. Este receptor consta de un dominio C terminal de uniôn a ligando y 
multiples elementos activadores o inhibidores que al asociarse con correguladores 
trasncripcionales inducen o inhiben la expresiôn de genes diana (revisado por Scarpin y 
cols., 2009). El mecanismo de acciôn es similar al del estradiol, ya que tras la uniôn con el 
ligando los receptores dimerizan y se translocan al nùcleo donde se unen a regiones del 
DNA con elementos de respuesta progestinas en los promotores de los genes diana (Beato 
y cols., 1987; Tata y cols., 2002).
12
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El mismo PR puede activar de forma directa cascadas de segundos mensajeros 
activando vias como de la de las MAPK (Lange y cols., 1998; Leonhardt y cols., 2003). Al 
igual que el estradiol, este efecto se realiza mediante una acciôn conjunta con receptores de 
factores de crecimiento (Lange, 2008) y promueve la neuroprotecciôn por progesterona 
(Nilsen and Brinton, 2003a). Asimismo, también los metabolitos de la progesterona 
cuentan con efectos neuroprotectores (Ciriza y cols., 2006). El primer receptor de 
progesterona de membrana identificado lue el 25-Dx en 1996, mostrando principalmente 
especifîcidad por la uniôn con progesterona, aunque también puede unir testosterona, pero 
no estradiol (Falkenstein y cols., 1996; 1999). Se ha sugerido que podria regular 
directamente la via de Jak/STAT y en ovario interacciona con la proteina de membrana 
PAIRBPl (proteina de uniôn a mRNA inhibidora del activador de plasminôgeno) 
formando un complejo con actividad antiapoptôtica (Peluso y cols., 2006). En cerebro de 
rata se ha demostrado que el receptor 25-Dx se expresa en numerosas estructuras como 
hipotâlamo, cerebelo, corteza tanto en machos como en hembras y en modelos de lesiôn de 
médula espinal aumenta su expresiôn ejerciendo acciones importantes para la 
recuperaciôn, lo cual sugiere que este receptor podria estar implicado en los efectos 
neuroprotectores de la progesterona, (Guennoun y cols., 2008). También se ha descubierto 
recientemente otro receptor de progesterona localizado en la membrana que no guarda 
relaciôn con el receptor de progesterona clâsico. Este receptor se localizô inicalmente en 
peces, pero posteriormente también ha sido identificado en tejido de mamiferos (Dressing 
y cols., 2001).
NEUROPROTECCIÔN POR ESTRADIOL
El estradiol muestra efectos neuroprotectores en numerosos modelos in vivo e in 
vitro. En cultivos celulares, el estradiol promueve la supervivencia, proliferaciôn y 
diferenciaciôn de neuronas de hipotâlamo, amigdala, corteza e hipocampo (Amantea y 
cols., 2005). También se ha descrito que previene la muerte de neuronas corticales 
expuestas a glutamato (Singer y cols., 1996; Sribnick y cols., 2004), AMPA (Zaulyanov y 
cols., 1999), azida sôdica, kainato o NMDA (Regan y Guyo, 1997) y se ha observado que a 
concentraciones fisiolôgicas previene la toxicidad inducida por la proteina p-amiloide. 
(Goodman y cols., 1996; Guerra y cols., 2004).
13
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En modelos animales, el estradiol reduce el dano cerebral causado por isquemia en 
ratas y reduce el dano hipocampal cuando este es administrado previamente a la isquemia 
cerebral (Wang y cols., 1999; Bagetta y cols., 2004). También en modelos de Parkinson, en 
los que se inducen lesiones nigroestriatales por inyecciôn de MPTP, se ha observado que el 
estradiol previene la reducciôn de dopamina estriatal en ratones macho y hembras 
ovariectomizadas (Dluzen y cols., 1996; Callier y cols., 2000; Ramirez y cols., 2003). En 
modelos de excitoxicidad inducida por kainato, el estradiol ha demostrado prévenir la 
pérdida neuronal en el hilus del giro dentado del hipocampo (Azcoitia y cols., 1998; Picazo 
y cols., 2003) y también ha demostrado minimizar los efectos neurotôxicos inducidos por 
la g p l20, una proteina de la envoltura del virus HIV-1 (Corasaniti y cols., 2005). Por tanto, 
el estradiol tiene la capacidad de prévenir o disminuir la muerte neuronal ante una gran 
variedad de danos neurodegenerativos.
Muchas de las acciones protectoras del estradiol, dependen de su efecto 
antiinflamatorio. La neuroprotecciôn que ejerce en modelos de isquemia cerebral y 
esclerosis multiple, entre otros, depende de su capacidad de regular negativamente el factor 
de necrosis tumoral a (TNF a), ademâs de la expresiôn de varias citoquinas 
proinflamatorias y sus receptores (Liao y cols., 2002; Ito y cols., 2001; Matejuk y cols.,
2001). Asimismo, en modelos de inflamaciôn inducida por el lipopolisacârido de E.Coli 
(LPS) y por lesiôn pénétrante del hipocampo, el estradiol posee la capacidad de reducir la 
reactividad glial (Tapia-Gonzalez y cols., 2008; Barreto y cols., 2009). El efecto 
antiinflamatorio del estradiol parece depender de la activaciôn de la via de las MAPK en 
células de microglia e implica la inhibiciôn de varios factores proinflamatorios como 
iNOS, PGE2 y MMP-9 (Bruce-Keller y cols., 2000; Vegeto y cols., 2001) e inhibe la 
activaciôn del NFkB (Wen y cols., 2004).
Otro mecanismo por el que el estradiol ejerce neuroprotecciôn es mediante su 
capacidad de prévenir el dano por estrés oxidativo (Nilsen, 2008). El estrés oxidativo 
contribuye a los efectos degenerativos de varias patologias como el câncer, enfermedades 
cardiovasculares y disfunciôn cerebral y también estâ présente en enfermedades 
neurodegenerativas como el Alzhéimer (Ames y cols., 1993; Butterfield y Lauderback,
2002). La propia molécula de estradiol es antioxidante, gracias a su grupo hidroxilo en el 
carbono 3 (Behl y cols., 1997), pero no estâ claro si puede ejercer neuroprotecciôn de esta 
manera, ya que este efecto antioxidante directo requiere concentraciones suprafisiolôgicas
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de 1-1 OpM (Behl y cols., 1995; Mukai y eols., 1990; Keller y cols., 1997; Nakano y cols., 
1987). Es posible que la protecciôn antioxidativa del estradiol se ejerza a través de su 
capacidad de modular enzimas con actividad antioxidante como la dismutasa, la catalasa y 
la glutation peroxidasa (Murakoshi y cols., 1999; Azevedo y cols., 2001). El estradiol 
previene el dano mitoeondrial producido por especies oxidantes por dos mecanismos: en 
primer lugar incrementa los niveles de glutatiôn y la expresiôn de las enzimas glutatiôn 
peroxidas y manganeso superôsido dismutasa (Boiras y cols., 2003). En segundo lugar, el 
estradiol atenùa los desequilibrios en los niveles de calcio inducidos por la excitotoxicidad 
por glutamato, que es uno de los mecanismos inductores de danos neurolôgicos asociados 
a un aumento de estrés oxidativo (Greenamyre y Young, 1989; Beal, 1992; Brorson y 
cols., 1995; Nilsen y Brinton, 2003b). La capacidad de disminuir los dano por estrés 
oxidativo del estradiol no es independiente de su capacidad antiinflamatoria, ya que 
eventos inflamatorios de diverse tipo inducen también un aumento en la generaciôn de 
especies reactivas de oxigeno, aumentando asi el estrés oxidativo (Lonkar y Dedon, 2011; 
Balija y Lowry, 2011; Naik y Dixit, 2011; Galimberti y Scarpini, 2011).
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Figura 3: esquema de los mécanismes de neuroprotecciôn por estradiol. Adaptaciôn de Amantea y cols. 
2005.
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Por ultimo, el estradiol es capaz de modular la actividad de los principales 
neurotrasmisores como acetilcolina, dopamina, norepineffina, serotonina, glutamato y 
GABA (Etgen y Garcia-Segura, 2009). De esta forma, la hormona es capaz de disminuir 
los danos producidos por patologias que causan desequilibrios en la actividad o los niveles 
de neurotransmisores, como es el caso del Parkinson en que se produce un deterioro de la 
neurotrasmisiôn dopaminérgica (Saunders-Pullman y cols., 1999; Saunders-Pullman, 2003; 
Liu y Dluzen, 2007). De esta forma, mediante la coordinaciôn de varios mecanismos, el 
estradiol tiene la capacidad de atenuar danos en el sistema nervioso inducidos por diversas 
patologias (figura 3).
EFECTOS DE LAS HORMONAS OVÂRICAS Y DIMORFISMO SEXUAL EN 
PATOLOGIAS PSIQUIÂTRICAS Y NEURODEGENERATIVAS
Tanto en humanos como en modelos animales, se han observado importantes 
diferencias sexuales en la incidencia de depresiôn, trastomos de ansiedad, esquizofrenia, 
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer, entre otras patologias del sistema 
nervioso. En enfermedades con un claro componente inflamatorio, como es el caso de la 
enfermedad de Parkinson o la esclerosis lateral amilotrôfica se observa una mayor 
incidencia en hombres, que en mujeres, y generalmente en mujeres se da un aumento de 
casos tras la menopausia, sugiriendo que el descenso en las hormonas ovâricas estâ 
actuando como un factor de riesgo (Pozzi y cols., 2006). La utilizaciôn de terapia hormonal 
en mujeres durante el periodo perimenopâusico ha demostrado mantener su capacidad 
cognitiva y ralentizar el progreso de la enfermedad de Alzheimer (Henderson y cols., 1994; 
Henderson, 1997). En ratones transgénicos para APP23, un modelo de enfermedad de 
Alzheimer, la delecciôn del gen de la aromatasa causa un incremento en los sintomas de la 
enfermedad y una mayor acumulaciôn de proteina p-amiloide, confîrmando el efecto 
perjudicial de la falta de estrôgenos en esta patologia. (Yue y cols., 2005).
La enfermedad de Parkinson se caracteriza por una progresiva degeneraciôn de las 
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales que lleva a la apariciôn de sintomas motores y 
otras alteraciones como dificultad para conciliar el sueno, depresiôn y ansiedad (Heisters, 
2011). La frecuencia de la enfermedad de Parkinson es mayor en hombres, teniendo un 
ratio de 1:5 comparado o i las mujeres (Rajput y cols., 1984) Ademâs, las mujeres
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muestran mener gravedad en los sintomas, requieren menos dosis de tratamiento por 
levodopa y suelen mostrar un empeoramiento cuando experimentan una disminuciôn en los 
niveles de estradiol durante el ciclo menstrual (Lyons y cols., 1998; Quinn y Marsden, 
1986). En modelos animales también se han observado diferencias sexuales en el sistema 
nigroestriado. En primates se ha detectado que las hembras presentan mayor densidad de 
células dopaminérgicas que los machos, y una vez ovariectomizadas sufren una pérdida de 
estas que a su vez es prevenida si son tratadas con estradiol (Leranth y cols., 2000). En 
roedores los machos son mâs sensibles a la inducciôn de neurodegeneraciôn 
dopaminérgica, y ademâs las hembras responden de distinta manera al tratamiento con 
estradiol que los machos (Kipp y cols., 2006; Bourque y cols., 2009). El tratamiento con 
estradiol reduce los danos causados por MPTP y metanfetamina en ratones (Bourque y 
cols., 2009) tanto en ratones macho como en hembras. La progesterona ha sido menos 
estudiada que el estradiol en esta enfermedad, pero también podria contribuir a la 
protecciôn que parecen presentar las mujeres trente a los hombres, puesto que en ratones se 
han descrito efectos protectores de la progesterona en neuronas dopaminérgicas expuestas 
a toxicidad por MPTP y glutamato (Nilsen y Brinton, 2003b; Grandbois y cols., 2000).
En trastomos de ansiedad y depresiôn mayor también se observa un claro 
dimorfismo sexual. En este caso las mujeres estân afectadas en mayor medida que los 
hombres, siendo la depresiôn mayor casi dos veces mâs frecuente en mujeres que en 
hombres y la prevalencia de los trastomos de ansiedad es de un 30.5% en mujeres ffente a 
un 19.2% en hombres (Weissman y cols., 1993; Kessler y cols., 1994). Se ha demostrado 
una relaciôn entre el descenso de hormonas gonadales y este tipo de patologias, ya que se 
suele dar un aumento de casos o empeoramiento de sintomas en situaciones en que se da 
una disminuciôn en los niveles de hormonas ovâricas como la perimenopausia, durante el 
periodo premenstmal o tras el parto (Schmidt y cols., 2004, Zukov y cols., 2010; Hendrick 
y cols., 1998). En mujeres postmenopâusicas, algunos estudios han reportado mejoras en el 
estado de ânimo cuando reciben terapia hormonal (Hlatky y cols., 2002).
Tanto la progesterona, como el estradiol han demostrado ejercer efectos 
antidepresivos y ansioliticos en modelos de depresiôn y ansiedad en roedores (Walf y Frye, 
2005; 2010; Frye y cols., 2006; Frye y Walf, 2009). Entre los mecanismos implicados, 
posiblemente se encuentren la capacidad de modulaciôn del sistema serotoninérgico por el
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estradiol, y la regulaciôn de la actividad GABAérgica por parte de la progesterona (Etgen y 
Garcia-Segura, 2009; Bitran y cols., 1993; Maguire y Mody, 2005). Otro posible modo de 
acciôn del estradiol es a través de su acciôn antiinflamatoria, puesto que se ha descrito que 
la expresiôn de sintomas depresivos esta mediada por una mayor actividad de citoquinas 
proinflamatorias (Goshen y cols., 2007; Chourbaji y cols., 2006).
La esquizofrenia es una patologia cuyos sintomas suelen hacerse évidentes tras la 
pubertad. Aunque la incidencia es similar para hombre y mujeres, en mujeres se suele 
presentar varios anos después que en los hombres, y hay un segundo pico de apariciôn de 
sintomas tras la menopausia (Hâfner y cols., 2003). En mujeres con esquizofrenia los 
sintomas parecen empeorar en situaciones de bajos nivelés de estradiol como el periodo 
premenstrual y tras el parto (Seeman, 1996; Hendrick y cols, 1996; Kendell y cols., 1987) 
mientras que mejoran en situaciones de alta concentraciôn de estradiol y progesterona 
como el embarazo (Chang y Renshaw, 1986). También en hombres esquizofrénicos se ha 
observado una correlaciôn negativa entre los sintomas negativos y los niveles de estradiol 
(Kaneda y Ohmori, 2005). En sus trabajos, Kulkami describe como la administraciôn de 
estradiol a hombres y mujeres con esquizofrenia mejora sus sintomas (Kulkani y cols., 
2001; Kulkami y cols., 2002; Kulkami y cols., 2011). Asimismo el tratamiento con 
estradiol y también con progesterona, mejora el desempeno en conductas relevantes para la 
esquizofrenia como la inhibiciôn prepulso y la inhibiciôn latente en roedores y humanos 
(Hâfner y cols., 1991; Gogos y Van den Buuse; 2004; Gogos y cols., 2005; Arad y 
Weiner, 2010).
Al igual que la depresiôn, en esta enfermedad aparecen anomalias en la expresiôn 
de citoquinas proinflamatorias, y se ha observado una correlaciôn entre la 
neuroinflamaciôn y la severidad de los sintomas (Cazzullo y cols., 1998; Macs y cols., 
1995) que también se da en modelos animales de esquizofrenia por infecciôn prenatal 
(Romero y cols., 2007), por lo que el estradiol podria inducir mejoras en los sintomas 
mediante acciones antiinflamatorias. Ademâs, en la esquizofrenia se dan alteraciones en la 
actividad de varios neurotransmisores, como la dopamina y el glutamato (Abi-Dargham y 
cols., 1998; Olney y Farber, 1995) y el estradiol ha demostrado en numerosos estudios ser 
capaz de modularlos (Etgen y Garcia-Segura, 2009). También es posible que la 
progesterona aporte cierta protecciôn. En estudios con ratas, la progesterona ha demostrado
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ser capaz de prévenir deterioros en la inhibiciôn prepulso causados por un agonista de los 
receptores de serotonina (Gogos y Van den Buuse; 2004), asimismo, la progesterona 
también présenta propiedades neurolépticas (Rupprecht y cols., 1999). Si unimos esto al 
hecho de que se da una mayor incidencia de psicosis tras el parto (Kendell y cols., 1987), 
en que hay una abrupta diminuciôn de los niveles de progesterona, nos hace pensar que 
también la progesterona puede estar interviniendo en el dimorfismo sexual que se observa 
en esta enfermedad.
La esquizofrenia en humanos se ha asociado también con niveles reducidos de IGF- 
1 en suero (Venkatasubramanian y cols., 2007; Venkatasubramanian y cols., 2010) y el 
IGF-1 ha demostrado tener efectos antidepresivos en modelos animales y en humanos 
(Mitschelen y cols., 2011; Park y cols., 2011; Cassilhas y cols., 2010). Puesto que el 
estradiol y el IGF-1 regulan conjuntamente la actividad de Akt y GSK-Sp, que han sido 
implicadas en varias patologfas psiquiâtricas (Beaulieu, 2011) es posible que la aparente 
protecciôn que brinda el estradiol también sea mediada por la regulaciôn conjunta que 
ejerce con IGF-1.
MODULADORES SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES DE ESTRÔGENO
Como comentâbamos en el apartado previo, la terapia con estradiol o estradiol y 
progesterona mejora los sintomas en numerosas enfermedades psiquiâtricas o 
degenerativas del sistema nervioso. Sin embargo, su utilizaciôn tiene la limitaciôn de que 
puede causar efectos periféricos indeseados, como un aumento del riesgo de sufrir cancer 
de mama y enfermedades cardiovasculares (Rossouw y cols., 2002; Chlebowski y cols.,
2003). Una posible altemativa terapéutica al uso de la terapia hormonal son los 
moduladores selectivos de los receptores de estrôgeno (SERMs). Los SERMs son 
moléculas capaces de unirse a los receptores de estrôgeno con la particularidad de que en 
algunos tejidos actuan como agonistas y en otros tejidos como antagonistas (Arevalo y 
cols., 2011).
Los SERMs ejercen sus acciones a través de su uniôn a los receptores de estrôgeno 
a y p. Tras la uniôn del SERM, los receptores dimerizan y se translocan al nùcleo donde al 
igual que el estradiol ejercen acciones transcripcionales (Shang y cols., 2000). También se 
ha propuesto que pueden actuar por medio de mecanismos râpidos que regulan la actividad
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de las vias de MAPK y PI3K de la misma forma que el estradiol y muestran actividad 
antioxidante, aunque sôlo a altas concentraciones (Dhandapani y cols., 2002).
Los SERMs utilizados en esta tesis, tamoxifeno y raloxifeno son de primera y 
segunda generaciôn respectivamente. El tamoxifeno ha demostrado poseer actividad 
anticancerigena en tumores de mama (Cole y cols., 1971) por lo que es utilizado 
frecuentemente para tratar este tipo de cancer. El raloxifeno también posee actividad 
anticancerigena al actuar como antagonista del estradiol en utero y mama (Purdie y 
Beardsworth, 1999) y protege de la disminuciôn de densidad ôsea por lo que se utiliza 
como tratamiento y prevenciôn de la osteoporosis postmenopaùsica (Vogelvang y cols., 
2006).
Ademâs de estos efectos a nivel periférico, ambos compuestos poseen actividad 
neuroprotectora similar en algunos casos a la del estradiol (Arevalo y cols., 2011). Tanto 
el tamoxifeno como el raloxifeno presentan capacidad antinflamatoria en células de glia 
en modelos de inflamaciôn por LPS y en modelos de lesiôn pénétrante reduciendo la 
activaciôn glial (Tapia-Gonzalez y cols., 2008; Barreto y cols., 2009). También se han 
observado efectos protectores en modelos animales y en estudios en humanos en 
Alzheimer (O’Neill y cols. 2004; Breuer y Anderson 2000; Du y cols. 2004), Parkinson 
(Mickley y Dluzen 2004, Bourque y cols. 2007; Grandbois y cols. 2000, Callier y cols., 
2001, Morissette y cols., 2008b) y esclerosis multiple (Bebo y cols., 2009). El tamoxifeno 
y el raloxifeno también favorecen la cogniciôn: en un estudio de nuestro grupo se demostrô 
que ambos eran capaces de revertir el deterioro en memoria inducido por la orquidectomia 
en ratas macho (Lagunas y cols., 2011). También en humanos, se ha descrito que en 
mujeres postmenopâusicas y hombres may ores sanos el raloxifeno previene la demencia y 
el deterioro cognitivo (Yaffe y cols., 2005; Goekoop y cols, 2006).
El raloxifeno a la dosis de Img/kg disminuye el comportamiento depresivo y 
ansioso en ratas ovarectomizadas (Karahancer y cols., 2008). Incipientes estudios en 
humanos empiezan también a sugerir un efecto positivo del raloxifeno reduciendo los 
indices de ansiedad y depresiôn en mujeres postmenopaùsicas (Carranza-Lira y cols., 2007, 
Jarkova y cols., 2002; Strickler y cols., 2000; Karsidag y cols., 2010). Los datos 
expérimentales sugieren que el raloxifeno ejerce una acciôn similar al estradiol en el
20
Introducciôn
sistema serotoninérgico, lo que podria formar parte de su mecanismo regulador del estado 
de ânimo (Bemardi 2003; Bethea y cols, 2002; Cyr y cols., 2000). Respecto al tamoxifeno, 
no existen estudios sobre sus efectos en depresiôn en animales, pero si se ha observado que 
reduce la ansiedad en ratas ovariectomizadas. (Kazakova y cols., 2007). También se han 
detectado efectos beneficiosos del tratamiento con tamoxifeno en espisodios maniacos en 
mujeres con trastomo bipolar (Kulkami y cols, 2006, Zarate y cols. 2007) y se ha 
observado que reduce los comportamientos de tipo maniaco inducidos por anfetamina en 
ratas (Einat y cols. 2007). Debido a estas caracteristicas, los SERMs podrian tener un 
potencial terapeùtico en enfermedades como la depresiôn y la esquizofrenia, motivo por el 
cual fiieron incluidos en esta tesis.
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OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos conductuales, histolôgicos y bioquimicos de la privaciôn de 
hormonas gonadales, el tratamiento con progesterona, estradiol y SERMs y el posible 
dimorfismo sexual en dos modelos de patologfas psiquiâtricas.
OBJETIVOS CONCRETOS
-Estudiar el efecto de la privaciôn de hormonas gonadales y su interacciôn con el 
estrés crônico en comportamientos relevantes para la depresiôn y la ansiedad.
- Estudiar el efecto de la privaciôn de hormonas gonadales y su interacciôn con el 
estrés crônico en células de glia y proliferaciôn celular en hipocampo.
-Comprobar si es posible revertir los comportamientos tipo depresiôn y ansiedad 
mediante tratamientos con estradiol, progesterona o los SERMs raloxifeno y tamoxifeno.
-Determinar si existen alteraciones en IGF-1 y MAPK en un modelo de 
esquizofrenia por inyecciôn prenatal de LPS.
-Determinar si existen alteraciones cognitivas en dicho modelo, si estas son 
dependientes del género y si se ven afectadas por la privaciôn de hormonas gonadales.
-Estudiar si es posible revertir las alteraciones cognitivas provocadas por el 
tratamiento de LPS prenatal mediante tratamientos con estradiol, progesterona o los 
SERMs ramoxifeno y raloxifeno.
-Comparar el efecto del tratamiento prenatal con LPS dependiendo del género en 
comportamientos relevantes para la esquizofrenia y actividad dopaminérgica, y determinar 
el efecto de la privaciôn de hormonas gonadales y/o el tratamiento con estradiol.
-Estudiar el efecto dependiendo del género de marcadores de inflamaciôn en 
animales tratados prenatalmente con LPS, asi como la influencia de la privaciôn de 
hormonas gonadales y/o el tratamiento con estradiol.
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Materiales y métodos
1. Disefio experimental.
1.1. Estrés crônico y privaciôn hormonal.
Animales
Para este estudio se emplearon ratones hembra C57/BL6 de 7 semanas de edad, 
obtenidos de Harlan Interfauna Ibérica S.L. Se mantuvieron en el animalario de la Facultad 
de Ciencias Biolôgicas de la Universidad Complutense de Madrid en condiciones 
constantes de temperatura y humedad, en un régimen de 12 horas de luz y 12 horas de 
oscuridad encendiéndose las luces a las 8:00 p.m. con agua y comida ad libitum. El 
protocolo de Estrés Crônico Impredecible (ECI) se realizô cuando los ratones tenian 6 
meses de edad, y los experimentos conductuales y el sacrificio para la toma de muestras se 
realizô con 7 meses de edad. Los animales fueron manejados en todo momento siguiendo 
las guias marcadas por la Uniôn Europea (Directiva 86/609/EEC y 2010/63/UE) y el Real 
Decreto 1201/2005 de 10 de octobre, sobre protecciôn de los animales utilizados para 
experimentaciôn y otros fines cientificos (BOE n° 252, de 21 de octobre, p. 34367). Todos 
los experimentos de comportamiento fueron realizados en el periodo de oscuridad.
Estudio del efecto del Estrés Crônico Impredecible y  la ovariectomia de corta y  
larga duraciôn
En este bloque de experimentos se comparô el efecto de la privaciôn hormonal por 
ovariectomia (ovx) de corta y larga duraciôn y del ECI en varias pruebas conductuales 
relevantes para la ansiedad y depresiôn. También se analizaron moléculas en cerebro y 
suero relacionadas con la respuesta al estrés, el estado de activaciôn glial que es relevante 
para la plasticidad neuronal y la ruta de IGF-1 implicada en mecanismos de senalizaciôn 
por estradiol en sistema nervioso. El protocolo de estrés crônico utilizado fue una versiôn 
modificada del descrito por Moreau (Moreau y cols., 1992). Este se llevô a cabo durante 4 
semanas, e incluyô varios estresores como aislamiento social, exposiciôn a depredador 
(rata), serrin humedecido, jaula inclinada, etc. (figura 4). No incluimos estresores como 
deprivaciôn de alimentes o agua para que se asemejara mas a una situaciôn de estrés 
psicolôgico.
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Figura 4: protocolo de estrés crônico impredecible (ECI)
Los grupos expérimentales fueron: un primer grupo de animales ovariectomizados a 
los dos meses de edad (ovx4m) y que por tanto contaban con 4 meses de privaciôn 
hormonal al inicio del ECI; un segundo grupo de ratones que fueron ovarectomizados a los 
5 meses y dos semanas de edad (ovx 1.5m), por lo que contaban con 2 semanas de 
ovariectomia al inicio del ECI y un tercer grupo de ratones control que permaneciô intacto 
(int). A su vez cada grupo se dividiô en dos subgrupos, Estrés (E), que fue sometido al 
protocolo de ECI durante 4 semanas y No Estrés (NE) que fue dejado en sus jaulas sin 
molestarles (figura 5). Se utilizaron distintos ratones para el test de nataciôn forzada (NE) y 
para el laberinto en cruz elevado (LCE). Los grupos de ratones que realizaron los test de 
comportamiento, también fueron evaluados en el test de consumo de sacarosa un dia por 
semana durante el ECI. El numéro de animales utilizado fue 8-10 animales/grupo 
experimental para los experimentos de conducta, 3-5 jaulas/grupo experimental para la 
preferencia por sacarosa (los resultados se promediaron para el numéro de animales por 
cada jaula e 4-6 animales/grupo experimental para la inmunohistoquimica y la 
determinaciôn de corticosterona.
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No ovariectom ia
Grupos expérimentales:
no ECI
Int Intactas No Estrés (Int NE)
ECI
Intactas Estrés (In tE )
O variectom ia 
(5 m e se s  y 2 
sem a n as  de 
edad )
no ECI Ovariectomizadas 
ovx2s ^ ^ ^ ^ 2  semanas No Estrés (ovx2s NE)
Ovariectomizadas 
2 semanas Estrés (ovx2s E)
O variectom ia 
(2 m e se s  edad)
0Vx4m no ECI Ovariectomizadas
ECI
4 meses No Estrés (ovx4m NE)
Ovariectomizadas 
4 meses Estrés (ovx4m E)
7 semanas edad^
4 meses 1 mes
Figura 5: grupos expérimentales
Dentro de los citados grupos expérimentales, se reservaron ratones que no habian 
realizado ninguna prueba de comportamiento y que fueron sacrificados 24 horas después 
del fin del ECI por perfusion para la toma de muestras de cerebro y sangre.
Efectos de la progesterona, el estradiol y  de moduladores selectivos de los 
receptores de estrôgeno en animales ovariectomizados y  sometidos a Estrés Crônico 
Impredecible
La interacciôn entre la privaciôn hormonal de larga duraciôn y el ECI tuvo efectos 
especialmente prominentes en los test de comportamiento (ver Resultados) por lo que en 
este segundo bloque de experimentos, se trabajô con ratones con ovariectomia de 4 meses, 
sometidos al ECI y tratados con progesterona, estradiol, moduladores selectivos de los 
receptores de estrôgeno (SERMs) o vehiculo. Como grupo control se utilizaron ratones 
intactos no estresados (Cont). Asi, los grupos expérimentales fueron: Cont (intactos, no 
estrés+vehiculo), ovxS (ovx, estrés+vehiculo), ovxS-E2 (ovx, estrés+estradiol), ovxS-P4 
(ovx, estrés+progesterona), ovxS-T (ovx, estrés+tamoxifeno) y ovxS-R (ovx, 
estrés+raloxifeno).
Los tratamientos hormonales utilizados fueron IVp-estradiol 100 pg/kg (E2758; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; 50 pg), raloxifeno Img/kg (RI402; Sigma-Aldrich;
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1 mg/kg), tamoxifeno (T5648; Sigma-Aldrich; 1 mg/kg) o progesterona (Sigma-Aldrich; 1 
mg/animal). Las dosis de progesterona y estradiol fueron elegidas basândonos en trabajos 
previos donde se demostrô que poseian efectos conductuales (Walf y Frye, 2009; Frye et al 
2004). Las dosis elegidas de tamoxifeno y raloxifeno han demostrado ser antiinflamatorias 
y mejorar el aprendizaje en ratas castradas en estudios de nuestro laboratorio (Barreto 
2008; Lagunas 2011).
Todos los tratamientos se administraron por inyecciôn subcutânea, disueltos en 
aceite de sésamo, y los animales vehiculo fueron inyectados sôlo con este. Se utilizaron 8- 
10 animales por grupo experimental
1.2. LPS prenatal
Animales
Para estos experimentos se utilizaron ratas Wistar nacidas de hembras obtenidas de 
Harlan Ibérica Interfauna o Charles Rivers (QC, Canada) segùn el lugar de realizaciôn del 
experimento. Se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura y humedad, en un 
régimen de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad encendiéndose las luces a las 8:00 p.m. 
con agua y comida ad libitum.
Inyecciôn prenatal de LPS
Para generar los animales sujetos del estudio, se inyectaron subcutâneamente y 
diariamente ratas Wistar desde el dia 1 de gestaciôn hasta el parto, con LPS 1 mg/kg 
(Lipopoliscârido de Escherichia coli, Sigma L-3755 Serotipo 026:B6). El LPS fue disuelto 
en salino (NaCl 0.9%) e inyectado a un volumen de 1.5 mL/kg. Los animales control 
fueron los descendientes de ratas gestantes tratadas sôlo con el salino, durante los mismos 
dias y de la misma forma que las anteriores. Este esquema de tratamiento fue defmida en 
base a estudios anteriores y recomendaciones de su autor (Borrell, 2002).
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Efecto del LPS prenatal, género y  privaciôn de hormonas gonadales sobre el 
Reconocimiento de Objetos y  la ruta de senalizaciôn del IGF-1
Los grupos expérimentales fueron ratas machos y hembras tratadas prenatalmente 
con LPS o salino (grupos LPS y Sal). Todos los grupos fueron sometidos al test de 
reconocimiento de objetos (RO) para evaluar el desempefio en una labor cognitiva. 
Posteriormente algunos animales fueron sacrificados y se diseccionaron distintas zonas del 
cerebro para medir proteinas de la ruta de seftalizaciôn del IGF-1.
En un segundo experimento de RO, se castraron ratas machos y hembras, LPS y 
salino para evaluar el efecto de la privaciôn hormonal sumada al LPS prenatal. De esta 
forma, los grupos expérimentales fueron en ratas macho: ratas tratadas prenatalmente con 
salino sham (Sal sham), ratas tratadas prenatalmente con Sal orquidectomizadas (Sal okx), 
ratas tratadas prenatalmente con LPS sham (LPS sham) y ratas tratadas prenatalmente con 
LPS orquidectomizadas (LPS okx). Y en el caso de las hembras los grupos fueron: ratas 
tratadas prenatalmente con salino sham (Sal sham), ratas tratadas prenatalmente con Sal 
ovariectomizadas (Sal ovx), ratas tratadas prenatalmente con LPS sham (LPS sham) y 
ratas tratadas prenatalmente con LPS ovariectomizadas (LPS ovx). Se utilizaron entre 5 y 
7 animales por grupo experimental para los Western Blot, y 11-13 animales por grupo 
experimental para los experimentos de reconocimiento de objetos.
Efectos de la progesterona, el estradiol y  de moduladores selectivos de los 
receptores de estrôgeno sobre el reconocimiento de objetos en animales tratados 
prenatalmente con LPS
Para este estudio se utilizaron ùnicamente ratas macho tratadas con LPS prenatal, 
ya que previamente se manifestô que mostraban un deterioro en el reconocimiento de 
objetos. Los animales se sometieron a la tarea de RO tras un pretratamiento con estradiol, 
progesterona, tamoxifeno o raloxifeno para determinar si modifîcaban el efecto del LPS 
prenatal en dicha tarea.
Los compuestos utilizados fueron los mismos que en el bloque de Estrés Crônico a 
las siguientes dosis: 17p-estradiol 50 pg/kg (E2758; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; 50 
pg), raloxifeno 1 mg/kg (RI402; Sigma-Aldrich; 1 mg/kg), tamoxifeno (T5648; Sigma-
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Aldrich; 1 mg/kg) o progesterona (Sigma, 2 mg/kg). La dosis de estradiol se eligiô en base 
a que produce efectos antiinflamatorios tras inyecciôn de LPS (Tapia-Gonzalez 2009) y la 
dosis de progesterona hemos observado en un experimento previo que muestra cierto 
efecto protector en deterioro de inhibiciôn prepulso inducido por apomorfina o MK-801 
(datos no publicados), que constituye un modelo de esquizofrenia en ratas. Se utilizaron 
entre 10-13 animales por grupo experimental.
Efecto del LPS prenatal, género y  tratamiento con estradiol en Hiperlocomociôn 
Inducida por Anfetamina e Inhibiciôn Prepulso
Estos experimentos y los siguientes fueron realizados durante la estancia en el 
laboratorio del Dr. Giamal Luheshi, en el Douglas Mental Health University Institute 
(Montreal, Quebec, Canada).
Para ellos se estudiaron por separado machos y hembras (figura 6). En los 
experimentos con machos, se utilizaron machos de 2 meses de edad tratados prenatalmente 
con LPS o salino. 24 horas antes de la inhibiciôn prepulso (IP) , un grupo de LPS prenatal 
y otro de salino se trataron con estradiol y otros dos grupos de LPS y salino 
respectivamente, se trataron con vehiculo. Tras una semana, se realizô un experimento de 
actividad locomotora basal, para confirmar que no existian diferencias entre grupos, y se 
repitiô el tratamiento agudo con estradiol y vehiculo. 24 horas después se realizô el 
experimento de hiperlocomociôn inducida por anfetamina (HIA).
Grupos expérimentales:
9  Salino sham (Sal)
9  Salino ovx (Sal-ovx)
9  Salino ovx Estradiol (Sal-ovx-E) 
9  LPS sham (LPS)
9  LPS ovx (LPS-ovx) 
Comportamiento ^  Estradiol (LPS-cvx-E)
1 mes ovx 1 mes 9  Salino Sham (Sal)
.  ^  3 semanas 9 LPS OVX (LPS-CVX)
D ia l Descendencia 2 meses
Gestaciôn Salino (Sal)
(? LPS (LPS)
Estradiol/Veh (? Salino (Sal)
6 LPS (LPS)
(? Salino Estradiol (Sal-E) 
LPS Estradiol (LPS-E)
Figura 6: Grupos expérimentales
Finalmente, se dejô una semana mas de descanso a las ratas, se realizô una nueva 
inyecciôn de estradiol y vehiculo y algunos animales de cada grupo experimental fueron 
sacrificados por decapitaciôn para recogida de muestras de cerebro y sangre.
34
Materiales y métodos
En hembras se utilizaron igualmente animales tratados con LPS o salino. Ademâs 
en este caso, parte de los animales fueron ovariectomizados o sometidos a una falsa 
operaciôn al mes de edad para estudiar los efectos de la privaciôn hormonal prepuberal. 
Finalmente, parte de los animales ovariectomizados, fueron sometidos a un tratamiento 
agudo con estradiol 24 horas antes de cada test conductual siguiendo el mismo esquema 
temporal que en los machos (figura 7)
Estradiol Estradiol Estradiol
0 0 0
Vehiculo Vehiculo Vehiculo
^  24 h Inhibiciôn ^  24 h Hipefioconiociôn ^  24 h
^  ► Prepulso ► Artividad  ^  Inducida --------------------- ►
1 sem ana Motora Por Anfetamina 1 sernana
Figura 7: esquema temporal de experimentos de comportamiento y tratamiento hormonal
Los tratamientos con estradiol, consistieron en una inyecciôn subcutânea de 17p- 
estradiol (E2758; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; 50 pg) 24 horas antes de cada test 
conductual y del sacrificio, a una dosis de 100 pg/kg, dosis que se obtuvo de uno de los 
trabajos mencionados anteriormente (Barreto y cols., 2009). La cantidad de animales 
utilizada fue de 14-16 animales por grupo experimental para las ratas macho, y 12-14 
animales por grupo experimental para ratas hembra.
Efecto del LPS prenatal, género y  tratamiento con estradiol sobre los niveles 
basales de citoquinas en suero y  sobre la actividad proinflamatoria y  dopaminérgica en 
cerebro.
Tras la realizaciôn de los experimentos de comportamiento y tratamientos, algunos 
animales de cada uno de los grupos expérimentales descrito anteriormente, fueron 
sacrificados. Se tomaron muestras de cerebro y suero, para cuantificar citoquinas en suero 
y ciclooxigenasa 2 (COX-2) en cerebro, como indicadores de actividad pro-inflamatoria y 
tiroxina-hidroxilasa (TH) como indicador de actividad dopaminérgica.
La cantidad de animales utilizada fue de 6 animales por grupo experimental para los 
Western Blot, y de 10 animales por grupo experimental para la determinaciôn de 
citoquinas por ELISA
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2. Protocolos y réactives. / / vUo
2.1. Conducta | i  e i b l i o t e c a  '
\ \  ^  - ' V . /v
Nataciôn Forzada it
El test de nataciôn forzada (NE), un método aceptado para medir comportamiento 
de tipo depresivo, esta basado en el protocolo desarrollado por Porsolt (Porsolt y cols., 
1979).
Para realizar el test se utilizô un cilindro transparente de metacrilato (30x11cm) con 
20 cm de agua a 25 °C. Cada animal fue introducido en el cilindro y se grabô su
comportamiento durante 5 minutos. Posteriormente, se cuantificô el tiempo empleado en 
cada uno de los siguientes comportamientos: climbing (con el animal en posiciôn vertical, 
moviendo las cuatro patas vigorosamente, las patas delanteras tocando la pared del cilindro 
y las traseras moviéndose râpidamente al mismo tiempo), nataciôn (con el ratôn en 
posiciôn horizontal, moviendo las cuatro patas suavemente y desplazândose), flotaciôn 
(con el animal moviéndose de forma que no se puede considerar climbing o nataciôn) e 
inmovilidad (el animal flota sin realizar ningùn movimiento). El tiempo de inmovilidad se 
considerô como indice de comportamiento de tipo depresivo.
Laberinto en Cruz Elevado
El laberinto en cruz elevado (LCE) es un test aceptado para medir estados de 
ansiedad en roedores. Dicho test fue desarrollado por Pellow, con su consiguiente 
validaciôn farmacolôgica (Pellow y cols., 1985). Consiste en una estructura en cruz con 
dos brazos abiertos (30 cm de largo, 5 cm de ancho y paredes de 0,25 cm de alto) y dos 
brazos cerrados (30 cm de largo, 5 cm de ancho y paredes de 25 cm de alto) que surgen de 
una zona central comùn (5x5 cm). El aparato esta elevado 60 cm sobre el nivel del suelo. 
El dia de realizaciôn del experimento los animales se llevaron al cuarto 1 hora antes del 
inicio del experimento para su adaptaciôn a la habitaciôn. Cada ratôn fue inicialmente 
posicionado en la zona central y luego se le dejô explorar libremente el LCE durante 5 
minutos. Las sesiones fueron grabadas en video para su posterior anâlisis. Se midiô el 
tiempo pasado en los brazos abiertos, lo que se considéra que refleja de una manera 
inversamente proporcional el perfîl ansiogénico del animal.
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Test de consumo de sacarosa o anhedonia
El procedimiento utilizado fue una modifîcaciôn del publicado por Rygula (Rygula 
y cols., 2005). Esta prueba esta ampliamente aceptada en modelos animales de depresiôn 
como indicador de comportamiento anhedônico, ya que la anhedonia es uno de los 
sintomas centrales de la depresiôn mayor. La preferencia por la sacarosa se midiô una vez 
por semana a partir de los 6 meses de edad. Para esta prueba se preparô una soluciôn de 
sacarosa al 8% en agua. Esta concentraciôn de sacarosa ha demostrado ser la preferida por 
la cepa C57/BL6 (Pothion y cols, 2004).
Previamente se sometiô a los ratones a un periodo de 10 dias de habituaciôn a la 
sacarosa en los que tenian constantemente un biberôn con agua y otro con la sacarosa al 
8%. Tras este periodo, se retirô la sacarosa y a partir de los 6 meses de edad se realizô el 
test semanalmente, siempre el mismo dia (miércoles) hasta los 7 meses de edad en que 
fueron sacrificados o realizaron otros test de comportamiento. El dia de la prueba a las 
20:00 se les ponia en la jaula un biberôn con la soluciôn de la sacarosa y un biberôn con 
agua previamente pesados. 12 horas después se cambiaban de sitio los biberones para 
evitar que el consumo se viera afectado por preferencias de lugar y finalmente 24 horas 
después se pesaban de nuevo los biberones de agua y sacarosa. El indice de 
comportamiento anhedônico fue calculado como la preferencia por la soluciôn de sacarosa 
expresândose esta como el porcentaje de sacarosa consumida respecto al consumo total de 
liquides.
Al inicio del protocolo, cuando los ratones tenian 6 meses de edad, se midiô el peso 
de todos los grupos expérimentales, y esta medida fue repetida de nuevo 4 semanas 
después (7 meses de edad).
Reconocimiento de objetos
El test de reconocimiento de objetos (RO) se utiliza frecuentemente para medir 
aspectos cognitivos en roedores. Este test fue propuesto por primera vez por Ennaceur 
(Ennaceur y Delacour, 1988) y es considerado como relevante para estudiar déficits 
cognitivos en modelos de esquizofrenia (Fujita y cols, 2008; Grayson y cols, 2007; 
Hashimoto y cols, 2005). Existen varias formas de realizar este test. En nuestro caso 
utilizamos el protocolo descrito por Vigano (Vigano y cols, 2008) puesto que es sensible
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al tratamiento por fenciclidina, que constituye un modelo de esquizofrenia aceptado (Mouri 
y cols, 2007), y al tratamiento con antipsicôticos como control positivo.
Una hora antes del test, las ratas fueron llevadas a la habitaciôn donde este se 
realizô para su habituaciôn al entomo. El experimento siempre fue realizado en el periodo 
de luz (11:00-19:00), pero la habitaciôn estaba iluminada con luz roja para favorecer la 
actividad de los animales. El aparato donde se llevô a cabo fue una caja de campo abierto 
(60x60x60 cm) de material negro metâlico con el suelo dividido en cuadriculas (10x10cm) 
para facilitar la medida de actividad motora. Cada rata realizô una primera sesiôn de 
familiarizaciôn en la caja de 10 minutos, donde fue expuesta a dos objetos iguales. Tras 
esta fase el animal se volviô a dejar en su jaula, y una hora después se volviô a introducir 
en la caja durante 3 minutos, en esta ocasiôn junto a un objeto de la primera sesiôn (objeto 
conocido) y un objeto nuevo. Entre un animal y otro, y una fase y otra, siempre se 
limpiaron el campo abierto y los objetos con alcohol al 70% para evitar olores que 
pudieran interferir con la exploraciôn de los objetos. Todas las sesiones fueron grabadas 
con una câmara de video situada encima del aparato (anclada en el techo) para su posterior 
evaluaciôn.
Los parâmetros medidos fueron tiempo de exploraciôn total y actividad motora en 
la primera fase, y tiempo de exploraciôn del objeto conocido, tiempo de exploraciôn del 
objeto nuevo y tiempo de exploraciôn total (exploraciôn objeto conocido + exploraciôn 
objeto nuevo) en la segunda fase. El Indice de Discriminaciôn (ID), que cuantificaria 
cuânto se acuerda el animal del objeto conocido y lo diferencia del nuevo mediante una 
mayor exploraciôn de este, se calculô como el porcentaje de tiempo de exploraciôn del 
objeto nuevo respecto a la exploraciôn total en la segunda fase del test (ID=(Explor obj 
nuevo/Explor obj conocido + Explor obj nuevo)* 100). Se define la exploraciôn como el 
tiempo que el animal pasa oliendo, lamiendo o tocando los objetos con las patas delanteras 
mientras los huele, pero no cuando se apoya en este, apoya las patas, se sienta en él, o se 
limita a estar a su lado o moverse alrededor. La actividad locomotora de midiô como 
desplazamiento de la rata en la primera fase del test, se cuantificô la cantidad de veces que 
cada animal cruzô una linea de la cuadricula dibujada en el suelo del campo abierto. Los 
tiempos de exploraciôn son medidas importantes para descartar que una disminuciôn el ID 
se deba simplemente a una disminuciôn en el tiempo de exploraciôn, y a su vez una 
actividad motora disminuida podria explicar casos de menor tiempo de exploraciôn.
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En los experimentos de reconocimiento de objetos en los que se utilizaron hembras 
intactas, no se évalué la fase del ciclo estral para no introducir un estrés previo a la prueba.
Inhibiciôn Prepulso
Se midiô la respuesta basai de sobresalto acùstico y la inhibiciôn prepulso (IP) 
utilizando 5 cajas SR-LAB (San Diego Instruments, San Diego, USA), basândonos en un 
protocolo utilizado anteriormente (Aguilar-Valles y Luheshi, 2010). Este experimento y 
los posteriores (Actividad Motora y HIA) se realizaron siempre en el periodo de luz, entre 
las 9 y 16 horas.
Cada sesiôn comenzô con un periodo de aclimataciôn de 5 minutos en presencia de 
ruido blanco de 70 dB que continué durante todo el experimento. En primer lugar se 
presentaron 2 pulsos de 120 dB (30mS) que no se tomaron en cuenta para los câlculos 
posteriores, seguidos por otros 10 pulsos idénticos (120 dB, 30 ms), 5 pulsos nulos sin 
estimulo y 5 prepulsos+pulso a cada una de las 5 intensidades de prepulso que fueron 
testadas en un orden al azar, con una media de tiempo entre un ensayo y otro de 17 
segundos (rango: 9-29 s). Los ensayos de prepulso+pulso consistieron en un prepulso de 
30 ms a 73, 76, 79, 82 y 85 dB (correspondiente por tanto a 3, 6, 9, 12 y 15 dB por encima 
del ruido de fondo), seguido tras 70 ms por un pulso de sobresalto (120 dB, 30 ms). Cada 
sesiôn experimental duré 15 minutos. Los resultados fueron expresados como porcentaje 
de Inhibiciôn Prepulso (%IP) defmida como: %IP=l-(amplitud de sobresalto en 
prepulso+pulso)/media de respuesta de sobresalto x 100.
Actividad Motora Basai
24 horas antes de estudiar la hiperlocomociôn inducida por anfetamina (HIA), se 
realizô un experimento de actividad locomotora basai para establecer si habia diferencias 
entre grupos en este parâmetro. Para ello se utilizaron actimetros consistentes en cajas de 
metacrilato equipadas con células infrarrojas (Accu Scan Instruments, Inc. Columbus, OH, 
USA). Cada rata fue testada durante 30 minutos, recogiéndose los datos (distancia 
recorrida en cm) por periodos de 10 minutos mediante el software de Versamax (version 
4.0, 2004); AccuScan Instruments, Inc., Columbus, OH, USA. Tras este experimento, las 
ratas fueron inyectadas con su correspondiente tratamiento (17P-Estradiol o vehiculo) para 
realizar 24 horas después el estudio de la HIA.
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Hiperlocomociôn Inducida por Anfetamina
El protocolo utilizado se basé en otros publicados anteriormente (Yetnikoff y cols, 
2007; Aguilar-Valles y cols, 2010). El dia del test, se realizô primero un periodo de 30 
minutos de habituaciôn al inicio del cual cada animal tue inyectado intraperitonealmente 
con NaCl al 0.9% y su actividad locomotora fue grabada. A continuaciôn, los animales se 
inyectaron intraperitonealmente con 2 mg/kg de anfetamina (d-AMPH sulfato, Sigma- 
Aldrich, Dorset, Reino Unido) y su actividad locomotora fue grabada durante 90 minutos 
mas, también por periodos de 10 minutos.
2.2. Cirugia, sacrificio y toma de muestras.
Ovariectomia y  orquidectomia
En los experimentos correspondientes, algunos animales fueron gonadectomizados. 
Para ello se utilizô como anestesia inhalatoria isoflurano (INIBSA, Nicholas Piramal 
Limited, Reino Unido). Como minimo siempre se dejô una semana de recuperaciôn tras la 
operaciôn antes de comenzar los experimentos. En los grupos en que se realizô la falsa 
operaciôn (sham), los animales fueron anestesiados, se les practicô una pequeôa incisiôn 
con bisturi similar a la de los animales operados, y se volviô a cerrar el corte con grapas.
Sacrificio y  toma de muestras
En los experimentos correspondientes al bloque de Estrés Crônico, algunos 
animales fueron sacrificados por perfusiôn para realizar posteriores inmunohistoquimicas 
con cerebro. Para ello, los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sôdico (100 mg/kg 
peso corporal, Normon Divisiôn Veterinaria, Madrid, Espafia) y después fueron 
perfundidos a través del ventricule izquierdo, en primer lugar con 50 ml de soluciôn salina 
(NaCl al 0,9%) y a continuaciôn con 100 ml de fîjador (paraformaldehido al 4% en tampôn 
fosfato 0,1M; pH 7,4). Los cerebros de mantuvieron durante una noche en el mismo fîjador 
a 4°C; posteriormente se embebieron en soluciôn crfoprotectora (sacarosa al 30% y 
etilglicerol al 30% en tampôn fosfato 0,1 M) y se almacenaron a -20°C hasta su posterior 
utilizaciôn. En el momento de utilizar los cerebros, se hicieron certes frontales de 50 pm de 
grosor utilizando un vibratomo (VT 1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).
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Posteriormente se seleccionaron los certes que contenian el hipocampo para los 
experimentos de inmunohistoquimica.
En los experimentos que se usaron ratas, estas fueron sacrifîcadas por decapitaciôn 
y se recogieron sus cerebros. Para los experimentos de Western Blet de receptores de 
estrôgeno e IGF-1, via de PI3K y via de las MAPK, estos fueron diseccionados en el 
momento tomândose muestras de corteza prefrontal, hipocampo, hipotâlamo y cerebelo, 
que fueron congeladas inmediatamente en nieve carbônica. Para los Western Blot de COX- 
2 y TH los cerebros fueron almacenados enteros a -80 °C y posteriormente cortados en 
rodajas de 300pm de grosor en un criostato. A partir de estas rodajas se obtuvieron por 
perforaciôn corteza prefrontal, nùcleo accumbens y estriado de acuerdo al atlas de cerebro 
de rata de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1998).
Asimismo, en el momento del sacrificio se recogiô sangre del tronco. La sangre se 
centrifugô a 5300g durante 15 minutos, para separar el suero, que fue conservado a -80°C 
hasta su utilizaciôn.
2.3. Inmunohistoquimica.
GFAP, N G 2elB A -l
La inmunohistoquimica para GFAP, NG2 e IBA-1 se llevô a cabo en cortes 
flotantes bajo agitaciôn moderada. Todos los lavados e incubaciones se llevaron a cabo en 
tampôn fosfato O.IM pH 7.4 que ademâs contenia albumina de suero bovino al 3% y tritôn 
X-100 al 0,3%.
La actividad peroxidasa endôgena se bloqueô durante 10 minutos a temperatura 
ambiente con una soluciôn de perôxido de hidrôgeno al 3% y metanol al 30%. Tras varios 
lavados en tampôn, los cortes fueron incubados toda la noche a 4°C con un anticuerpo 
policlonal generado en conejo contra GFAP (diluciôn 1:2000, Dako Cytomation), NG2 
(diluciôn 1:400, Chemicon) o IBA-1 (Wako, 1:1000). Tras esto, los cortes fueron lavados 
varias veces en el tampôn e incubados 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo 
secundario biotinilado generado en cabra contra las inmunoglulinas G de conejo (diluciôn 
1:300, Pierce, Rockford, IL, US). Tras varios lavados en tampôn los cortes se incubaron a 
temperatura ambiente con el complejo avidina-biotina.peroxidasa (diluciôn 1:250;
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ImmunoPure ABC peroxidase staining kit, Pierce). El producto de la reacciôn flie revelado 
incubando las secciones con 2 pg/ml 3,3 -diaminobenzidina (Sigma-Aldrich, Très Cantos, 
Espafia) y perôxido de hidrôgeno al 0.01% en tampôn fosfato 0.1 M. Finalmente, los cortes 
fueron deshidratados, montados en portas gelatinizados y cubiertas con DEPEX y 
cubreobjetos para su posterior anâlisis.
BrdU
En los experimentos de Estrés Crônico, a algunos animales se les administrô 
bromo-deoxi-uridina (BrdU) por inyecciôn intraperitoneal a una dosis de 50mg/Kg, 
empleando como vehiculo soluciôn salina (NaCl al 0,9%). La BrdU se administrô 3 y 4 
dias antes del sacrificio para evaluar proliferaciôn celular en hipocampo.
Para su detecciôn por inmunohistoquimica se utilizô el mismo protocolo descrito en 
el apartado anterior, con la diferencia de que previamente a la incubaciôn con el anticuerpo 
primario, se incubô 30 minutos a 37°C en HCl 2N para desnaturalizar el ADN y dejarlo asi 
accesible a los anticuerpos. El anticuerpo primario utilizado fue anti BrdU generado en 
ratôn (diluciôn 1:1000; Hybridoma Bank, University of Connecticut, EEUU) y el 
secundario generado en cabra anti inmunoglobulina G de ratôn biotinilado (diluciôn 1:000 
Pierce Rockford, IL, EEUU).
Anâlisis morfométrico
Para cada inmunohistoquimica se utilizô una serie de cerebro compuesta por 1 de 
cada 8 cortes consécutives y dentro de cada serie se seleccionaron los cortes donde el 
hipocampo aparecia plenamente diferenciado, entre 5 y 8 cortes por animal.Todos los 
recuentos se realizaron utilizando un microscopio Leica DMRB-E y se hicieron de manera 
“ciega”, es decir, sin conocer previamente a qué grupo pertenecia cada animal.
Para GFAP e IBA-1, la cantidad de células inmunorreactivas se evaluô en el hilus, 
dentro de giro dentado. Para ello, se utilizô la técnica de recuento por puntos basada en la 
descrita por Weibel (1979). Se utilizô un microscopio Leica DMRB-E acoplado a una 
camara de video Sony CCD-Iris y a un monitor y en el monitor se colocô una plantilla 
cuadriculada. Para cada corte se contaron en 4 campo s distintos dentro del hilus, el numéro 
de puntos de la rejilla que coincidian con material inmunorreactivo. Esta medida dividida
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por el numéro total de puntos se tomô como una estimaciôn del volumen ocupado por 
células GFAP. La medida para cada animal se obtuvo haciendo la media para cada corte, y 
con dichas médias calculando un valor promedio como porcentaje.
Para evaluar la cantidad de células con marcaje NG2 se realizô un recuento de 
células marcadas dentro del giro dentado, en el hilus, utilizando un aumento lOX dentro de 
una superficie de referencia (la misma para todos los coites) marcada por una plantilla 
colocada sobre el monitor , con el mismo equipo que para GFAP. Dicha ârea de referencia 
se calculé utilizando un porta calibrado y cada recuento se dividiô entre esta, de forma que 
el resultado se obtuvo como células/mm^ Para cada corte se contaron 4 campes, se obtuvo 
el promedio de estos, y el valor para cada animal se calculé como el promedio de todos los 
cortes (entre 5 y 7) de ese animal.
Finalmente, el anâlisis de las células positivas para BrdU se realizé de la siguiente 
manera: se realizé el recuento en de todas las células con marcaje para BrdU en la capa 
granular en el giro dentado del hipocampo en ambos hemisferios y se calculé el promedio 
por corte como la media para ambos lados. A continuacién se obtuvo el valor promedio de 
todos los cortes por cada animal y este valor se multiplied por 8 (numéro mâximo de series 
con hipocampo) y finalmente el valor obtenido se multiplied de nuevo por 8 ya que esta es 
la cantidad de series complétas de cortes de todo el cerebro para obtener un valor 
aproximado del numéro total de células marcadas en el hipocampo de cada animal.
2.4. Bioquimica (Western blot)
Receptor es de estrôgeno y  vias de senalizaciôn por IGF-1
Las zonas de cerebro que se estudiaron fueron disgregadas mediante un tampén de 
lisis compuesto por: 20mM Tris-HCl pH 7,4; 150mM NaCl, 10% glicerol, 5mM EDTA y 
1% Nonidet P-40 (Roche) e inhibidores de proteasas (50pg/ml PMSF, 25pg/m leupeptina y 
lOpg/ml aprotinina. Sigma). Tras la homogeneizacién, se dejaron reposar las muestras en 
hielo durante 15 minutos y se centrifiigaron a 21000g durante 15 minutos. La proteina se 
recogié en el sobrenadante y se cuantificé la cantidad total mediante colorimetria a 595 nm 
mediante ensayo con el reactivo Bradford (Bio-Rad). La concentracién de proteina por
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muestra se ajusté a 50 pg/muestra y las alicuotas ya mezcladas con tampén de carga, 
fueron mantenidas de -20 °C hasta su utilizacién.
Para la separacién electroforética se calentaron las muestras durante 5 minutos a 95 
°C para desnaturalizar la proteina, y se cargaron en geles de acrilamida/bisacrilamida al 10 
% para la deteccién de proteinas de la ruta de IGF-1 y recepores de estrégeno, y al 12 % 
para BDNF. La composicién del tampén de electroforesis fue 25mM TrisHCl pH 8,3; 
192mM glicina y 0,1% SDS y la separacién se realizé a un voltaje variable (50-120 mV) 
hasta observar que se habian separado bien las bandas del marcador de peso molecular 
(New England, BioLabs, 6,5-180KDa). Tras la separacién, se transfirieron las proteinas a 
una membranas de nitrocelulosa con un tampén de transferencia compuesto por: 25mM 
TrisHCl pH 8,3; 192mM glicina y SDS al 0,02%. La trasferencia se realizé durante 70 
minutos a 0.52 mA para geles del 10% y durante 30 minutos para geles del 12%. 
Posteriormente se marcaron las membranas con rojo Ponceau (Sigma) al 0,1%, en âcido 
acético al 5%, para visualizar las proteinas.
Las membranas se bloquearon con una solucién de leche desnatada en polvo al 5% 
en Tampén de Tris-HCl salino con Tween-20 (TTBS: 20mM Tris HCl; 137mM NaCl, pH 
7,5 y Tween-20 al 0,05%, Sigma) y tras très lavados de 10 minutos con TTBS (Tampén 
Tris-HCl salino, Tween-20 al 0,05%) se dejaron incubando, con el anticuerpo primario 
correspondiente, a 4°C y en agitacién suave durante toda la noche.(ver figura 8 para 
anticuerpos). El dia siguiente se repitieron los lavados con TTBS (3x10min) y se 
incubaron las membranas durante 2 h, a temperatura ambiente en agitacién suave, con el 
anticuerpo secundario conjugado con HRP.
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*Receutoi es de Estrôgeuo:
-Receptor Alfa: aiitiERo. conejo, 1:1000, Santa Cniz Biotech. 
-Receptor Beta: aiitiERP coiiejo, 1:1000, Zymed 
*Riita IGF-1 y MAP quiiiasas 
-Receptor de IGF-1 (subunidad P): aiiti IGF-lRj5 coiiejo, 1:1000, 
Santa Cniz Biotech 
-,Akt: antiAKTl 2 conejo, 1:2000, Santa Cniz Biotech 
-FosfoSer4“4-AKT: antiP-AKT conejo, 1:1000 Cell Signalling 
-GSK3: anti GSK3P raton, 1:2000. BD Transduction Labs 
-Fosfo Sei9-GSK3P : anti P-GSK3P conejo, 1:1000. Cell Signalling 
-ER K l 2: anti ERKl 2 raton, 1:1000 Cell Signalling 
-Fosfo-ERKl 2: anti P-ERK 1 2  conejo, 1:1000. Cell Signalling 
'Control de cai ga 
- P-Actina: anti P-Actina raton 1:4000, NeoMaikers 
-p-Tubulina: anti P-Tubulina raton. 1:15000, Proinega
Sal LPS
ERo. en Hc
ER P en CP
IGF-IR en Cb
AKT en Cb 
P-AKTenCP
GSK3 en Ht 
P-GSK3 en Ht
ERKl 2 en Hc 
P-ERK 1 2  en Cb
P-Actina en Hc 
p-Tubulina eu Hc
'Anticueipos secundaiios
-anti -raton, 1:10.000, Bio-Rad
-anti -conejo, 1:10.000, Bio-Rad
Figura 8. Anticuerpos utilizados y ejemplos del marcaje en tejidos del expérimente de LPS prenatal
Sal: animales tratados prenatalmente con salino; LPS: animales tratados prenatalmente con LPS; Hc: 
hipocampo; CP: corteza preffontal; Ht: hipotâlamo; Cb: cerebelo. En todos los casos la primera banda 
corresponde a un animal control (tratado prenatalmente con salino) y la segunda a un animal tratado 
prenatalmente con LPS.
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Finalmente, se lavaron las membranas con TBS (3x10min), se incubaron con el 
reactivo de revelado quimioluminiscente (ECL Healthcare- Amersham) durante 1 minuto, 
y se procediô a su revelado en peliculas fotosensibles con una maquina reveladora (Curix 
60, AGFA).
Las peliculas obtenidas se escanearon y se cuantificô su densidad optica mediante 
el programa de anâlisis de imâgenes “Quantity one” (version 4.6.1, Bio-Rad). Los niveles 
de proteina se expresaron normalizados respecte a la p-actina o, en el caso de proteinas 
fosforiladas, respecte a la cantidad de esa misma proteina total (fosforilada y no 
fosforilada). Ademâs se expresaron los resultados como un porcentaje respecte a los 
niveles en las ratas control en cada caso, para poder hacer el promedio de varias 
membranas.
Ciclo-oxigenasa-2 y  tirosina hidroxilasa
Las zonas de estudio del cerebro de rata fueron disgregadas en tampon de lisis 
(50mm Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 mM y Nonidet 1%) que incluia un coctel de inhibiciôn 
de proteasas de use comùn (Sigma-Aldrich). Se cuantificô la cantidad de proteina total en 
cada muestra utilizando el reactivo Bradford para colorimetria a 595 nm, segùn las 
instrucciones del fabricante. Se alicuotaron las muestras ajustândolas a una concentracién
de proteina total de 10 pg/pL y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.
Las muestras se mezclaron (1:1) con tampén de carga Laemmli (Bio-Rad 
Laboratories, Mississauga, ON, Canada) al que previamente se le anadié y^-mercaptoetanol 
(50 p\ de y^-mercaptoetanol por mL de tampén de Laemmli; Sigma-Aldrich). A
continuacién las muestras se incubaron durante 5 minutos a 95 °C, se cargaron en geles de
acrilamida (4-20% Tris-glycine gel, Invitrogen) y las proteinas se separaron por 
electroforesis a 125 V durante 2 horas. Tras la separacién, se realizé la transferencia a 
membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, 
EEUU) durante 2 horas a 25 V en el médulo Xcell II Blot (Invitrogen), siguiendo las 
instrucciones del fabricante.
Para la inmunodeteccién, se bloquearon las membranas con una solucién 
compuesta por TBS (tampén Tis-salino IX), leche en polvo desnatada al 10% (Bio- Rad
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Laboratories) y Tween 20 al 0,1% durante 2 horas a temperatura ambiente y con agitacién 
suave. A continuacién las membranas se dejaron incubando toda la noche a 4°C en
agitacién suave, con el anticuerpo correspondiente diluido en la misma solucién 
bloqueante. Tras la incubacién se lavé el exceso de anticuerpo (4x15 minutos) con una 
solucién de TBS IX y Tween al 0,1% y se incubaron las membranas durante una hora con 
el anticuerpo secundario conjugado (1:2000; burro-anticonejo IgG-HRP, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU; diluido en TBS IX, leche en polvo al 5% y 
Tween 20 al 0,1%) para la deteccién posterior.
Tras los lavados (4xl5minutos), se incubaron las membranas con los agentes de 
revelado (ECL Western blotting detection reagents, a 0,125 ml/cm-2; de membrana, 
Amersham Biosciences Corp.) durante 1 minuto, y se expusieron a una pelicula sensible a 
la quimioluminiscencia (Hyperfilm ECL, Invitrogen) durante 1-5 minutos. Las peliculas 
obtenidas se escanearon y se cuantificé su densidad éptica mediante un programa de 
anâlisis de imâgenes Gene Tool (Syngen, Frederick, MD, USA).
Sal LPS
TH en iiiicleo acciiinbens
Sal LPS
C0X2 en coiteza prefrontal
Figura 9: ejemplos de marcaje TH y COX-2 en tejidos del experimento de LPS prénatal
Los anticuerpos primarios utilizados ( ejemplos de marcaje en figura 9) fueron anti 
ciclo-oxigenasa 2 (COX-2), 1:1000 (Cayman Chemical, 160126, anti-C0X2), anti-tirosina 
hidroxilasa (TH), 1:5000 (Chemicon, Temiclula, CA, EEUU; cat. #AB 152) y p-actina- 
HRP, 1:10000 (Santa Cruz, cat. sc-1616) como control de carga. Los niveles de COX-2 y 
TH se expresaron normalizados con la p-actina y como porcentaje respecte a los niveles en 
las ratas control (Salino+Veh) para hacer el promedio de varias membranas.
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2.5. ELISAs.
Se realizaron estos experimentos en ratas tratadas prenatalmente con LPS (ver 
figura 2). Las citoquinas ensayadas fueron interleuquina Ip (ILlp), interleuquina 6 (IL6), 
antagonista del receptor de interleuquina 1 (ILIra) y el factor de necrosis tumoral a 
(TNFa). Para ILl e IL6, los niveles resultaron estar por debajo de los limites de deteccién, 
por lo que no se incluyen en los resultados.
Los ELISAs se llevaron a cabo a temperatura ambiente, en plaças de 96 pocillos. 
Cada pocillo fue previamente recubierto, mediante incubacién toda la noche a 4°C, con los
anticuerpos primarios correspondientes hechos en oveja (obtenidos como un regalo del Dr. 
Stephen Poole, NIBSC The National Institute for Biological Standards and Control, UK) a 
1 pg/mL en 100 pL de PBS. Al dia siguiente, las plaças se lavaron 3 veces con el tampén 
de ensayo (tampén fosfato O.OIM, NaCl 0.05M, Tween-20 al 0.1%, pH 7.4) y a cada 
pocillo se le agregaron 100 pL de ovoalbùmina, dejândose por 1 hora. Se realizaron 3 
nuevos lavados con el buffer de ensayo, y se afiadieron las muestras de suero sin diluir o 
los estândares (lOOpL/pocillo), tras lo cual, se dejaron incubando durante 2 horas. A 
continuacién, se lavaron los pocillos 3 veces con 250 pL de tampén de ensayo y se 
incubaron con los anticuerpos biotinilados correspondientes (purificados y biotinilados en 
el propio laboratorio segùn el protocole de Rees y cols, 1999) durante 1 hora mâs.
Para la deteccién, se lavaron las plaças 3 veces y se incubaron con el complejo 
avidina-peroxidasa de râbano (1:500, lOOpL, Dako Ltd.) durante 15 minutos. Se lavaron 
los pocillos 3 veces mâs con 250 pL de tampén de ensayo, se incubaron 15 minutos con 
100 pL de o-fenilendiamina (OPD, InM, Sigma, conteniendo 0.4 pL de H2O2 al 30% v/v). 
Se bloqueé la reaccién con 150 pL de âcido sulfùrico y se cuantificé la densidad éptica a 
150 nm en un espectrofotémetro. Para la cuantificacién se calculé una curva patrén a partir 
de los valores de los estândares, y se interpolé la senal (promedio de dos duplicados) de 
cada muestra, determinândose asi la concentracién de IL-Ira y TNF-a.
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2.6. Anâlisis estadistico.
La estadistica se realizô utilizando los programas SPSS (version 17) y Data Sim 
(version 1.2, desarrollado por Drake R. Bradley, Bates College, Lewiston, USA). Se utilizô 
siempre el anâlisis de varianza (ANOVA) de una, dos o très vias segùn el tipo de 
experimento. Para el anâlisis post hoc se utilizô el test de Tuckey. En el caso de 
comparaciones entre dos grupos (experimentos en ratas macho tratadas prenatalmente con 
LPS y salino), se utilizô la prueba t de Student para grupos con distintas varianzas, puesto 
que el test de Levene mostrô que sus varianzas eran significativamente diferentes.
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1. Estrés crônico y privacion hormonal.
1.1. Efecto del estrés crônico y la privacion hormonal sobre conducta depresiva y de 
ansiedad.
Nataciôn Forzada
Los datos de NF y LCE se analizaron por un ANOVA de dos vias, siendo un factor 
la ovariectomia y el otro factor el estrés, para poder ver el efecto de cada factor individual 
y la interacciôn entre ambos. Posteriormente se realizô el test de Tukey para determinar 
diferencias entre grupos individuates. También se analizaron de esta forma todos los demâs 
datos de estos experimentos.
En el test de NF se analizaron los siguientes parâmetros: inmovilidad, nataciôn, 
climbing y flotaciôn (figura 10). En inmovilidad, parâmetro que se toma como indice de 
comportamiento depresivo, se observaron efectos significatives del ECl (p<0,0001) y de la 
ovariectomia (p<0,0001), asi como una fuerte interacciôn entre ambos factores (p<0,0001). 
El anâlisis post hoc mostrô que los grupos de ovariectomia de 2 semanas estresados 
(ovx2sE) y ovariectomia de 4 meses estresados (ovx4mE) eran significativamente 
diferentes de sus respectives grupos no estresados (ovx2sNE y ovx4mNE), y también 
fueron diferentes de las hembras gonadalmente intactas y estresadas. Por otro lado no hubo 
diferencias entre las hembras intactas estresadas y las intactas no estresadas, por lo que se 
podria decir que los animales son sensibles al estrés sôlo cuando tienen privaciôn 
hormonal, sea de corta o larga duraciôn, aunque este efecto es mucho mâs exagerado en los 
animales de ovariectomia de larga duraciôn.
Respecte a la nataciôn, también se observaron efectos de la ovariectomia y el ECl 
(p<0,05) pero no interacciôn entre ambos. Tanto la ovx como el ECl tendieron a disminuir 
el comportamiento de nataciôn, llegando a ser significativa esta diferencia en los grupos de 
estrés, asi pues, ovx2sE y ovx4mE resultaron ser significativamente diferentes a las 
hembras intactas estresadas.
En la flotaciôn sôlo el efecto de la ovx lue estadisticamente significativo 
(p=0,0129), pero se observô interacciôn estadisticamente significativa entre la ovx y el ECl 
(p=0,0017). El ECl aumentô significativamente el tiempo de flotaciôn en las hembras 
intactas estresadas frente a las intactas no estresadas mientras que lo disminuyô en ovx2sE
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y ovx4mE frente a sus respectivos grupos no estresados. Este efecto fue mâs pronunciado 
en ovx4mE, que résulté ser significativamente diferente de ovx2sE e intactas estresadas
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Figura 10: Resultados de! test de nataciôn forzada en ratones hembra gonadalmente intactos (Intactas) 
u ovariectomizados (ovx) y sometidos a estrés (E) o no (NE) 2 semanas (2s) o 4 meses (4m) después de 
la ovariectomia. Inmovilidad: ### p<0,001 frente a los grupos ovx4NE, ovx2sE y hembras gonadalmente 
intactas y estresadas; * p<0,05 frente a ovx2sNE y hembras intactas estresadas. Nataciôn: * p<0,05 frente a 
hembras intactas estresadas. Flotaciôn: * p<0,05 frente a ovx2sE; *** p<0,001 frente a hembras intactas 
estresadas; ## p<0,01 frente a ovx4mNE; + p<0,05 frente a hembras intactas estresadas. Climbing'. * 
p<0,05 frente a hembras intactas estresadas
Finalmente, en el comportamiento de climbing solamente hubo un efecto 
estadisticamente significativo del ECl (p=0,023). El anâlisis post hoc mostrô que sôlo hubo 
diferencia significativa entre intactas estresadas e intactas no estresadas, es decir, el ECl 
sôlo afectô a este parâmetro en el grupo de intactas.
Laberinto en cruz elevado
En el LCE (figura 11) el parâmetro analizado fue el tiempo en brazos abiertos, que 
es un indice inversamente proporcional a la conducta de ansiedad, es decir a mâs tiempo en 
brazos abiertos menos ansiedad. El ANOVA mostrô efectos significativos del ECl 
(p<0,05) y la ovx (p<0,05), pero no interacciôn entre ambos factores. Tanto el ECl como la 
ovx tendieron a disminuir el tiempo en brazos abiertos de una manera aditiva. El post hoc 
mostrô que el grupo ovx4mNE es significativamente diferente de las hembras intactas no 
estresadas. Ademâs el grupo ovx4mE es diferente del grupo ovx4mNE y también de las 
intactas estresadas.
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Laberinto eu cruz elevado
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Figura 11: Resultados de la prueba del laberinto en cruz elevado en ratones hembra gonadalmente 
intactos (Int) u ovariectomizados (ovx) y sometidos a estrés (E) o no (NE) 2 semanas (2s) o 4 meses 
(4m) después de la ovariectomia. # p<0.05 frente al grupo de hembras intactas (Int) no estresadas; *p<0,05 
vs ovx4m no estresadas; ** p<0,0001 vs intactas estresadas.
Evoluciôn de los pesos antes y  después del ECl
Los ratones fueron pesados justo antes del inicio del protocole de ECl y cuando 
este finalizô (figura 12). Se realizô un anâlisis de los pesos iniciales mediante un ANOVA 
de 1 via, ya que el ùnico factor en este caso era la ovariectomia. Se detectô un efecto 
significative de la ovariectomia en el peso (p<0,001), resultando tener mayor peso que los 
demâs grupos el grupo ovx4m (figura 12).
55
Resultados
Pesos iuites «lel ECT
3?
30
25
20
15
lO
Intactas o>’x4ni
Figura 12: Pesos antes del ECl en ratones hembra gonadalmente intactos (Int) u ovariectomizados 
(ovx), 2 semanas (2s) o 4 meses (4m) después de la ovariectomia. ** p<0,01 frente a ovx2s e intactas.
Tras el ECl los animales se pesaron de nuevo y se analizô la variaciôn de peso 
respecto al peso inicial {= [Peso fmal-Peso inicial]/Peso inicial xlOO) por un ANOVA de 
dos vias. El anâlisis mostrô un efecto de la ovariectomia (p=0,0012) y un efecto del estrés 
que casi alcanzô la significancia estadistica (p-0,0563). El anâlisis post hoc demostrô que 
el grupo ovx4mE sufriô una pérdida de peso considerable desde el inieio al final del ECl, 
siendo diferente significativamente de los demâs grupos de estrés (intactas estresadas y 
ovx2sE) y de su correspondiente grupo sin estrés (ovx4mNE) (figura 13).
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Figura 13: Variaciôn en el peso entre el inicio y el fin del ECl en ratones hembra gonadalmente 
intactos (Int) u ovariectomizados (ovx) y sometidos a estrés (E) o no (NE) 2 semanas (2s) o 4 meses 
(4m) después de la ovariectomia.. ** p<0.01 frente a ovx4mNE; ### p<0.001 frente a intactas (Int) 
estresadas; ## p<0.01 frente a ovx2sE.
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1.2. Efecto del estrés crônico y la privaciôn hormonal sobre la conducta anhedônica.
Los datos obtenidos de este experimento (figura 14) fueron analizados mediante un 
ANOVA de 3 vias para medidas repetidas, siendo dos de los factores el ECl y la ovx, y el 
factor de medidas repetidas el tiempo, ya que se obtuvieron 4 medidas correspondientes a 
las 4 semanas de ECL El anâlisis estadistico mostrô un efecto del ECl (p=0,0287) y de la 
ovx (p=0,0227). Asimismo, la interacciôn entre la ovx y el tiempo resultô ser casi 
significativa (0,051). El anâlisis post hoc confirmô que el grupo de intactas estresadas, en 
la semana 3, tuvo una disminuciôn estadisticamente significativa en el consumo de 
sacarosa en comparaciôn con los demâs grupos.
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Figura 14: test de consumo de sacarosa o anhedonia en ratones hembra gonadalmente intactos 
(Intactas) u ovariectomizados (ovx) y sometidos a estrés (E) o no (NE) 2 semanas (2s) o 4 meses (4m) 
después de la ovariectomia. p<0,0001 grupo de intactas estresadas frente al reste de los grupos.
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1.3. Efecto del estrés crônico y la privaciôn hormonal en las células de glia.
Para el anâlisis estadistico del numéro de células inmunoreactivas para GFAP, 
NG2, IBA-1 y BrdU, se aplicô siempre un ANOVA de 2 vias, siendo un factor el ECl y el 
otro factor la ovariectomia.
GFAP
En la figura 15 se pueden apreciar ejemplos del marcaje por GFAP, que es un 
marcador de astrocitos. Observâmes un efecto estadisticamente significativo de la 
ovariectomia (p=0,0114), pero no del estrés, en el numéro de células inmunoreactivas para 
GFAP (figura 16). No se detectô una interacciôn significativa entre ovariectomia y estrés 
(P=0,187).
Figura 15: Células inmunorreactivas para GFAP en el hilus del giro dentado en los grupos de intactas 
no estrés (A y C) y en los grupos ovx4m estrés (B y D). La escala de la barra (esquina inferior derecha) es 
de 225 [im para A y B, y de 45 pm para C y D
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Figura 16: Numéro de células inmunoreactivas para GFAP en el hilus del giro dentado del hipocampo 
en ratones hembra gonadalmente intactos (Int) u ovariectomizados (ovx) y sometidos a estrés (E) o no 
(NE) 2 semanas (2s) o 4 meses (4m) después de la ovariectomia. *p<0.05 vs intactas estresadas; #
p<0.05 vs ovx2s no estresadas
El NG2 constituye un marcador de precursores de oligodendrocitos. El marcaje 
caracteristico se puede ver en la figura 17.
Figura 17: Células inmunorreactivas para NG2 en el hilus del giro dentado en los grupos de intactas no 
estrés (A) y ovx4m estrés (B). La escala de la barra (esquina inferior derecha) es de 225 pm.
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Observamos un efecto estadisticamente significativo de la ovariectomia 
(p<0,0001), pero no del estrés, en el numéro de células inmunoreactivas para NG2 (figura 
18). No se detectô una interacciôn entre la ovariectomia y el estrés. Asi, todos los grupos 
de ratones ovx resultaron ser diferentes de las hembras gonadalmente intactas, 
independientemente de si habian sido estresadas o no (figura 10).
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Figura 18: Numéro de células inmunoreactivas para NG2 en el hilus del giro dentado del hipocampo 
en ratones hembra gonadalmente intactos (Int) u ovariectomizados (ovx) y sometidos a estrés (E) o no 
(NE) 2 semanas (2s) o 4 meses (4m) después de la ovariectomia. ; ### p<0,001 vs intactas no estresadas 
;*** p<0,001 vs intactas (Int) estresadas.
IBA-1
No détectâmes ninguna diferencia significativa entre los grupos expérimentales en 
el numéro de células immunoreactivas para IBA-1, un marcador de microglia (figura 19).
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Figura 19: Numéro de células inmunoreactivas para IBA-1 en el hilus del giro dentado del 
hipocampo en ratones hembra gonadalmente intactos (Int) u ovariectomizados (ovx) y sometidos 
a estrés (E) o no (NE) 2 semanas (2s) o 4 meses (4m) después de la ovariectomia. No se observaron 
diferencias entre grupos.
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1.4. Efecto del estrés crônico y la privaciôn hormonal en la proliferaciôn celular en el 
giro dentado del hipocampo.
El numéro de células inmunoreactivas para BrdU se determine en la zona 
subgranular y la capa granular del giro dentado del hipocampo (figura.20)
Figura 20: Células inmunorreactivas para BrdU en el giro dentado del hipocampo en ratones intactos 
sin estrés (A y B), ratones intactos sometidos a estrés (C), ratones ovariectomizados 2 semanas antes 
del inicio del experimento (D y E), ratones ovariectomizados 4 meses antes del inicio del experimento 
(F), ratones ovariectomizados 2 semanas antes del experimento y sometidos a estrés (G y H) y ratones 
ovariectomizados 4 meses antes del experimento y sometidos a estrés. La barra de escala corresponde a 
225 pm en fotos A, C, D, F, G e I y a 45 pm en fotos B, E y H
El ANOVA mostrô un efecto estadisticamente significativo de la ovariectomia 
(p=0,0001) pero no del ECl (figura 21). No se detectô una interacciôn entre ovariectomia 
yECL
" - ,iuorecA
61
Resultados
800
o •?
<u
0>
<u
PQ
200 1
□ No estrés 
■ Estrés
Intactas ovx 2 s o\-x4in
Figura 21: Estimaciôn del numéro de células con marcaje BrdU en la zona subgranular y la capa 
granular del hipocampo en ratones hembra gonadalmente intactos (Int) u ovariectomizados (ovx) y 
sometidos a estrés (E) o no (NE) 2 semanas (2s) o 4 meses (4m) después de la ovariectomia. ## p<0,01 vs 
intactas no estresadas; ** p<0,01 vs intactas estresadas.
El anâlisis post hoc mostrô que todos los grupos con ovariectomia, 
independientemente de si esta fue de corta o larga duraciôn e independientemente del ECl, 
mostraban un menor numéro de células inmunoreactivas para BrdU.
1.5. Efecto de las hormonas ovàricas y los SERMs sobre las conductas asociadas a 
ansiedad y depresiôn eausadas por el estrés crônico y la privaciôn hormonal.
Test de Nataciôn Forzada
Como en el primer experimento de nataciôn forzada, se cuantificaron y analizaron 
los comportamientos de inmovilidad, climbing, nataciôn y flotaciôn (figura 22) tomândose 
la inmovilidad como indice de comportamiento depresivo. El anâlisis estadistico aplicado 
fue un ANOVA de 1 via (siendo la variable el grupo experimental) seguido de un anâlisis 
post hoc mediante el test de Tukey.
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Figura 22: Resultados del test de nataciôn forzada en ratones hembra gonadalmente intactos y no 
estresados (Cont), ovariectomizados y estresados (ovxS), ovariectomizados, estresados e inyectados con 
estradiol (ovxS-E2), ovariectomizados, estresados e inyectados con progesterona (ovxS-P4), 
ovariectomizados, estresados e inyectados con tamoxifeno (ovxS-T) y ovariectomizados, estresados e 
inyectados con raloxifeno (ovxS-R). Inmovilidad: *** p<0,001 frente a todos los otros grupos. Climbing: 
*p<0,05 frente a los animales ovariectomizados, estresados y tratados con progesterona (ovxS-P4), 
tamoxifeno (ovxS-T) y raloxifeno (ovxS-R); *** p<0,001 frente al grupo control, formado por animales no 
estresados y gonadalmente intactos (Cont); + p<0,05 frente al grupo control; ### p<0,001 frente al grupo 
control y al grupo de animales ovariectomizados, estresados y tratados con estradiol (ovxS-E2). Nataciôn: * 
p<0,05 frente al grupo control y a los animales ovariectomizados, estresados e inyectados con vehiculo 
(ovxS). Flotaciôn: * p<0,05 frente al grupo control y al grupo ovxS; *** p<0,001 frente a ovxS-P4, ovxS-T 
y ovxS-R; ### p<0,001 frente a los grupos control, ovxS y ovxS-E
En la inmovilidad, el ANOVA mostrô una diferencia significativa entre el grupo de 
animales ovariectomizados, estresados e inyectados con vehiculo (ovxS) respecto a todos
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los demâs grupos (p<0,001). Todos los demâs grupos resultaron tener valores similares de 
inmovilidad. Es decir, todos los grupos con tratamientos se comportaron de la misma 
forma que el grupo control (hembras gonadalmente intactas).
En el climbing también se observô un fuerte efecto del grupo (p<0,001). El grupo 
ovx S mostrô menor tiempo de climbing comparado con el grupo control y con el grupo de 
animales ovariectomizados, estresados y tratados con estradiol (ovxS-E2). El grupo ovxS- 
E2 por otro lado, tuvo un tiempo de climbing menor que el control. Por ultimo, los grupos 
de animales ovariectomizados, estresados e inyectados con progesterona (ovxS-P4), 
tamoxifeno (ovxS-T) y raloxifeno (ovxS-R) mostraron niveles de climbing muy inferiores 
a los grupos ovxS-E2, ovx S y control.
Para el tiempo de nataciôn se detectô un efecto significativo de grupo (p=0,010), 
viéndose en el anâlisis post hoc que esta diferencia correspondia principalmente al grupo 
ovxS-E2, con los mayores niveles de nataciôn, que llegaron a ser estadisticamente 
significatives frente a los grupos control y ovxS.
Por ultimo, en el tiempo de flotaciôn también se observô un efecto significativo 
(p<0,001). Este efecto correspondiô a diferencias de los grupos tratados con estradiol, 
progesterona, tamoxifeno o raloxifeno, ya que tanto el grupo control, como el grupo ovx S 
mostraron un tiempo de nataciôn similar, pero el grupo ovxS-E2 y en mayor medida los 
grupos ovxS-P4, ovxS-T y ovxS-R, mostraron altos tiempos de flotaciôn.
Laberinto en cruz elevado
En esta prueba también observamos un efecto de grupo (p<0,001). El grupo ovxS 
mostrô una disminuciôn estadisticamente significativa en el tiempo en brazos abiertos 
comparado con el grupo control. En los grupos tratados con estradiol, progesterona, 
tamoxifeno o raloxifeno el tiempo en brazos abiertos aumentô, llegando a ser 
estadisticamente diferente del grupo ovxS y no mostrando ninguna diferencia con el grupo 
control. En concreto, los grupos ovxS-E2 y ovxS-R mostraron un tiempo en brazos 
abiertos muy similar al del gmpo control (figura 23).
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Figura 23: Tiempo en brazos abiertos en el LCE en ratones hembra gonadalmente intactos y no 
estresados (Cont), ovariectomizados y estresados (ovxS), ovariectomizados, estresados e inyectados con 
estradiol (ovxS-E2), ovariectomizados, estresados e inyectados con progesterona (ovxS-P4), 
ovariectomizadoes, estresados e inyectados con tamoxifeno (ovxS-T) y ovariectomizados, estresados e 
inyectados con raloxifeno (ovxS-R). +++ p<0.001 frente al grupo control; * p<0.05 y *** p<0.001 frente 
al grupo ovxS.
2. LPS prenatal
2.1. Efecto del LPS prenatal sobre la senalizaciôn por IGF-1 y los receptores de 
estrôgeno.
En este bloque de experimentos de analizaron los niveles de proteinas relevantes en 
la ruta de IGF-1: el receptor de IGF-1 (IGF-IR), la Akt total y la fosforilada en la serina 
474 (P-Akt), la GSK3 total y la fosforilada en la serina-9 (p-GSK3), y las ERKl, ERK2 
totales y fosforiladas (p-ERKl y p-ERK2). Asimismo, se analizaron los niveles de los 
receptores de estrôgenos alfa y beta (ERa y ERP) debido a la relevancia de estos en la 
activaciôn de la via de IGF-1. Las zonas analizadas del cerebro fueron el hipocampo, la 
corteza prefrontal, el hipotâlamo y el cerebelo.
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Receptor de IGF-1 y  receptores de estrôgeno
En general no se encontraron cambios en los niveles de los receptores de IGF-1 y 
estrôgenos (figura 24). La excepciôn fiie la corteza preffontal, en la que los animales 
tratados con LPS mostraron mayoras cantidades de ER p que los animales tratados con 
vehiculo (p=0,03). En el caso del hipocampo se observô una tendencia no significativa al 
aumento del receptor de IGF-1 en ratas tratadas con LPS prenatal (p=0,097). Respecto al 
hipotâlamo se observô una tendencia casi significativa al aumento en los niveles de ER p 
en ratas tratadas prenatalmente con LPS (p=0,058).
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Figura 25: Niveles de Akt total (Akt) y de Akt fosforilada (P-Akt) en hipocampo (A), corteza prefrontal 
(B), hipotâlamo (D) y cerebelo (E) en animales tratados con LPS o vehiculo (Salino). * p <0,05 trente al 
grupo control.
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En Akt total no hubo diferencias en ninguno de los tejidos estudiados. Sin embargo, 
tanto en corteza prefrontal como en el hipotalamo, los niveles de P-Akt fueron 
significativamente mayores en el grupo de animales tratados con EPS (figura 25).
Respecto a los niveles de GSK3 y de su correspondiente forma inactiva fosforilada, 
P-GSK3 (figura 26), no hubo ningùn cambio en el hipocampo ni en la corteza. En el 
hipotalamo se apreciô una disminuciôn signifîcativa en GSK3 en las ratas tratadas con EPS 
(p=0,039). Asimismo, en el cerebelo, los animales tratados con EPS presentaron menores 
niveles de GSK3 total (p=0.003) y de p-GSK3 (p<0.001).
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Figura 26: Niveles de GSK3 total (GSK3) y de GSK3 fosforilada (p-GSK3) en hipocampo (A), corteza 
prefrontal (B), hipotalamo (D) y cerebelo (E) en animales tratados con LPS o vehiculo (Control). * p
<0,05 trente al grupo control; ** p <0,01 trente al grupo control; *** p <0,001 trente al grupo control.
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E R K l/2
Per ultimo, cuantifîcamos los niveles de ERK 1 y 2 y de sus versiones fosforiladas 
p-ERKl y P-ERK2. No se detectaron diferencias signifîcativas salvo en el cerebelo, que 
mostrô un aumento en los niveles de ERKl total y una disminuciôn en los niveles de p- 
ERKl en los animales tratados con LPS (figuras 27 y 28)
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Figura 27: Niveles de ERKl/2 y de ERKl/2 fosforiladas (P-ERKl/2) en hipocampo (A), corteza 
prefrontal (B).
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Figura 28: Niveles de ERKl/2 y de ERKl/2 fosforiladas (p-ERKl/2) en hipotalamo (C) y cerebelo (D) 
en animales tratados con LPS o vehiculo (Control). * p <0,05 trente al grupo control; *** p<0,001 trente 
al grupo control.
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2.2. Efecto del LPS prenatal, dimorfîsmo sexual y privaciôn hormonal en el 
reconocimiento de objetos.
En este expérimente quisimos comprobar si las ratas tratadas prenatalmente con 
LPS presentaban algùn déficit en el test de reconocimiento de objetos, que constituye una 
prueba aceptada para estudiar déficits cognitivos en modelos de esquizofrenia. Se realize 
el test tanto en machos como en hembras, para comprobar si existia algùn tipo de 
diferencia sexual. Para evaluar el efecto de la privaciôn hormonal, se realizô el test también 
en ratas castradas de ambos sexes.
Efecto del LPS prenatal en machos y  hembras
En las ratas macho (figura 29), el test de RO revelô un déficit en el reconocimiento 
de objetos en los animales tratados con LPS, que tuvieron un ID sensiblemente mas bajo 
que los tratados con vehiculo (p<0,0001). Esta diferencia no es atribuible a diferencias en 
tiempos de exploraciôn, ya que en estes paramétrés no hubo ningùn cambio. Sin embargo, 
las ratas macho del grupo LPS mostraron una actividad locomotora significativamente 
mener que las del grupo control (p=0,0129).
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Figura 29: Reconocimiento de objetos en ratas macho tratadas prenatalmente con LPS o vehiculo 
(Salino). * p<0,05 frente al grupo control; *** p<0,001 frente al grupo control.
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En el caso de las hembras (figura 30), no se observé ninguna diferencia entre los 
grupos LPS y vehiculo en ninguno de los paramétrés estudiados, observândose asi un 
dimorfîsmo sexual en el efecto del LPS prenatal en esta tarea.
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Figura 30: Reconocimiento de objetos en ratas hembra tratadas prenatalmente con LPS o vehiculo 
(Salino).
Comparando machos y hembras (figura 31), y analizando los paramétrés LPS 
prenatal y sexe, descubrimos un efecto significative del LPS prenatal (p=0.0126) y una 
interacciôn altamente significativa entre el LPS prénatal y el sexe (p=0.0004) en el indice 
de reconocimiento (ID). En ratas tratadas prenatalmente con salino, los machos tuvieron un 
indice de reconocimiento mayor que las hembras, sin embargo en animales con tratados 
con LPS prenatal, las hembras LPS, que no se diferenciaron de las hembras Salino, 
mostraron un indice de reconocimiento mayor que el de los machos. A su vez, los machos 
LPS mostraron una disminuciôn en el ID comparado con los machos Salino.
También en la actividad locomotora se observé un efecto del LPS prenatal 
(p=0.0396) y del sexo (p=0.0002). Las hembras mostraron en todos los casos mayor 
actividad que los machos, y no hubo diferencias entre hembras tratadas prenatalmente con 
salino y hembras tratadas prenatalmente con LPS. En los machos, los tratados
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prenatalmente con LPS mostraron menor actividad locomotora que los machos tratados 
prenatalmente con salino. No se encontraron diferencias en los tiempos de exploraciôn.
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Figura 31: Reconocimiento de objetos en ratas macho y hembra tratadas prenatalmente con vehiculo 
(Salino) o LPS. Actividad Motora. * p<0.05 Hembras Salino frente a Machos Salino; + p<0.05 Machos 
LPS frente a Machos Salino; # #  p<0.01 Hembras LPS frente a Machos LPS. ID. * p<0.05 Hembras Salino 
frente a Machos Salino; +++ p<0.001 Machos LPS frente a Machos Salino; # #  p<0.01 Hembras LPS frente a 
Machos LPS. Exploraciôn l y 2 . N o  se encontraron diferencias
Efecto de la privaciôn hormonal e interacciôn con el LPS prenatal
Nos planteamos que una posible causa del dimorfîsmo sexual fuera que las hembras 
del grupo LPS estuvieran protegidas por el estradiol y/o la progesterona frente a déficits 
cognitivos. Para evaluar esa hipôtesis, se repitiô el test en hembras de los grupos control y 
LPS que fueron ovariectomizadas para comprobar si la disminuciôn en los niveles de estas 
hormonas debido a la castraciôn inducia algùn déficit en el test de reconocimiento de 
objetos. Asimismo, otra posibilidad es que fuera la testosterona en machos lo que estuviera 
induciendo el déficit en las ratas macho del grupo LPS, por lo que también se realizô el test 
en ratas macho castradas de ambos grupos. Los resultados se analizaron por un ANOVA
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de dos vias, para evaluar el papel de la gonadectomia y el LPS prenatal por separado, asi 
como posibles interacciones entre ambos.
En el experimento con ratas macho (figura 32), se observé de nuevo un efecto del 
LPS prenatal (p=0,0363), mostrando las ratas del grupo LPS gonadalmente intactas un ID 
menor que las contrôles intactas. El ANOVA no mostrô un efecto significativo de la 
orquidectomia (okx), pero se detectô una disminuciôn en el ID de las ratas del grupo salino 
okx comparadas con las del grupo salino intactas
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Figura 32: Reconocimiento de objetos en ratas macho orquidectomizadas (okx o gonadalmente 
intactas (sham) y tratadas prenatalmente con vehiculo (salino) o LPS. Actividad Motora; Se observaron 
efectos aditivos de la orquidectomia (p=0,0006) y del LPS prenatal (p=0,0025) sin interacciôn entre ambos. 
*p<0,05 LPS-Sham frente a Sal-Sham ; +p<0,05 Sal-okx frente a Sal-Sham; # p<0,05 LPS- okx frente a Sal- 
okx y LPS-Sham . Exploraciôn 1: El tiempo de exploraciôn en la primera fase del test se vio afectado por la 
orquidectomia (p=0,0218). *p<0,05 LPS-OKX frente a LPS-Sham. ID: El LPS prenatal mostrô un efecto 
significativo en el ID (p=0,0363). *p<0.05 LPS-Sham frente a Sal-Sham; + p<0.05 Sal- okx frente a Sal- 
Sham. Exploraciôn 2: la orquidectomia disminuyô significativamente el tiempo de exploraciôn en la 
segunda fase en ambos grupos, Sal y LPS (p=0,0002). + p<0.05 Sal- okx frente a Sal-Sham; ## p<0.01 LPS- 
okx frente a LPS-Sham.
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La actividad motora se vio afectada por ambos factores, LPS prenatal (p=0,0025) y 
orquidectomia (p=0,0006). Estos efectos fueron independientes el uno del otro, es decir no 
hubo interacciôn entre ambos factores. El anâlisis post hoc mostrô que seguia existiendo 
una disminuciôn en actividad motora en los animales tratados prenatalmente con LPS- 
Respecto a los tratados con vehiculo, tanto en los sham como en los orquidectomizados. A 
su vez, los animales orquidectomizados mostraron una menor actividad motora respecto a 
sus correspondientes grupos sham.
Los tiempos de exploraciôn también disminuyeron en los animales 
orquidectomizados. En la primera fase se observé un efecto significativo de la 
orquidectomia (p=0,0218). El anâlisis post hoc mostrô que esta diferencia llegô a ser 
significativa en animales del grupo LPS-orquidectomia respecto al grupo LPS-sham. En el 
tiempo de exploraciôn en la segunda fase, este efecto fiie incluso mas prominente 
(p=0,0002), observândose una marcada disminuciôn en la exploraciôn en el grupo 
vehiculo-orquidectomia y LPS-orquidectomia respecto a sus correspondientes grupos 
sham.
En el caso de las hembras (figura 33) no se observé ningùn efecto del LPS prénatal 
ni de la ovariectomia en el ID. La privaciôn hormonal disminuyô la actividad locomotora 
(p=0,0023) de forma que el grupo ovariectomizado y tratado prenatalmente con vehiculo 
résulté tener niveles significativamente. mâs bajos de esta que el grupo sham tratado 
prenatalmente con vehiculo. El grupo con LPS prenatal y ovariectomizadas, también 
mostrô menor actividad locomotora que LPS sham, aunque en el anâlisis post hoc, esta 
diferencia no llegô a ser estadisticamente significativa.
También la ovariectomia disminuyô los tiempos de exploraciôn en la fase 1 
(p<0,0001) y en la fase 2 (p=0,0301) respecto a las ratas sham. En el anâlisis post hoc, esta 
diferencia llegô a ser significativa en el tiempo de exploraciôn 1 en las ratas ovx tratadas 
con vehiculo o LPS-Respecto a sus respectivos grupos sham.
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Figura 33: Reconocimiento de objetos en ratas hembra ovariectomizadas (OVX) o gonadalmente 
intactas (Sham) y tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS. Actividad Motora: La ovariectomia 
mostrô un efecto significativo (p=0,0023); + p<0.05 Sal-ovx frente a Sal-Sham. Exploraciôn 1: La 
ovariectomia mostrô un efecto significativo (p<0,0001); ++ p<0,01 frente a Sal-Sham; # p<0,05 frente a 
LPS-Sham. ID: No se observô ningùn efecto de la ovariectomia, del LPS prenatal ni una interacciôn entre 
ambos factores. Exploraciôn 2: Se detectô un efecto significativo de la ovariectomia (p=0,0301).
2.3. Efecto de las hormonas ovàricas y los SERMs en el reconocimiento de objetos
En este ultimo experimento, nos planteamos si en las ratas macho, con un 
tratamiento agudo con estradiol (E2), progesterona (P4), tamoxifeno (T) o raloxifeno (R) 
podria recuperarse el desempeno normal en el test de reconocimiento de objetos. Los 
resultados del anâlisis estadistico (por ANOVA de 1 via) sugirieron que ese podria ser el 
caso, aunque con algunos matices a considerar (figura 34).
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Figura 34: Reconocimiento de objetos en ratas macho tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS 
y pretratadas con vehiculo, estradiol (E2), progesterona (P4), tamoxifeno (T) o raloxifeno (R) antes de 
la prueba conductual. Actividad Motora: Se observô una diferencia significativa entre los grupos 
(p=0,0093). ** p<0,01 LPS frente a Sal. Exploraciôn 1: de nuevo observamos una diferencia significativa 
entre grupos (p=0,0004). * p<0,05 LPS-T frente a Sal; ** p<0,01 LPS-R frente a Sal; #p<0,05 LPS-R frente 
a LPS; ++p<0,05 LPS-P4 frente a LPS-R. ID: la diferencia entre grupos también resultô altamente 
significativa (p=0,0066). ** p<0,01 LPS frente a Sal. Exploraciôn 2: no se apreciô ninguna diferencia entre 
grupos.
Como se puede apreciar en la figura 34, los animales tratados prenatalmente con 
LPS que recibieron estradiol, progesterona tamoxifeno o raloxifeno recuperaron una 
actividad motora comparable a la de los animales que no fueron tratados con LPS 
(p=0,093). El anâlisis post hoc mostrô que sôlo las ratas tratadas con LPS que recibieron 
vehiculo tenian una menor actividad motora comparadas con el grupo control, no tratado 
con LPS. Lo mismo sucediô con la ID (p=0,0066), las ratas tratadas con LPS que 
recibieron vehiculo tuvieron un ID significativamente inferior a las no tratadas con LPS. 
Sin embargo las ratas tratadas con LPS que recibieron estradiol, progesterona, tamoxifeno 
o raloxifeno no mostraron ninguna diferencia con el grupo no tratado con LPS.
Respecto a los tiempos de exploraciôn, en la primera fase del test (exploraciôn 1) 
también se apreciaron diferencias debidas a los tratamientos (p=0,0004). El anâlisis post 
hoc mostrô que las ratas tratadas con LPS que recibieron tamoxifeno o raloxifeno tuvieron
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un aumento considerable en el tiempo de exploraciôn respecto a las no tratadas con LPS. 
Este aumento fue mâs relevante en el caso de las ratas tratadas con raloxifeno, que 
resultaron ser también significativamente diferentes de las ratas tratadas con LPS que 
recibieron vehiculo o progesterona. Por ultimo, en el tiempo de exploraciôn 2 no se 
observô ninguna diferencia significativa entre grupos
2.4. Inhibiciôn Prepulso: efecto del LPS prenatal, dimorfîsmo sexual y acciôn del 
estradiol
Inhibiciôn Prepulso en ratas macho
En primer lugar se analizô la respuesta de sobresalto, por un ANOVA de dos vias, 
para el tratamiento prenatal (LPS o salino) y el tratamiento hormonal (vehiculo o 
estradiol). Los resultados de la inhibiciôn prepulso se analizaron por un ANOVA de très 
vias para medidas repetidas, siendo los factores: tratamiento prenatal, tratamiento 
hormonal e intensidad de prepulso como medida repetida.
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Figura 35: Respuesta de sobresalto en machos tratados prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y 
tratados a los 2 meses de edad con vehiculo o estradiol (E): No se détecta ninguna diferencia entre grupos.
En la respuesta de sobresalto (figura 35) no se observô ningùn cambio por ningùn 
factor, lo cual nos permite descartar que posibles cambios en la inhibiciôn prepulso se 
deban a una distinta respuesta de sobresalto entre grupos.
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En la inhibiciôn prepulso (figura 36), no se observô un efecto significativo del 
tratamiento hormonal. El LPS prenatal tendiô a disminuir la inhibiciôn prepulso, aunque no 
significativamente (p=0,0726). Se detectô una diferencia significativa del tratamiento 
prenatal para el prepulso 3, donde los animales tratados con LPS mostraron un valor 
inferior de la inhibiciôn pre-pulso en comparaciôn a los animales no tratados con LPS. Por 
ultimo se observô un efecto significativo de la intensidad de prepulso (p<0,0001), el cual 
implica que a mayor intensidad de prepulso, mayor es la inhibiciôn prepulso, hecho que 
suele suceder en este test.
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Figura 36: Inhibiciôn prepulso en machos tratados prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y a los 2 
meses de edad con vehiculo o estradiol (E2). Se observô un efecto significativo de la intensidad de 
prepulso (p<0,0001). Ademâs, bay una diferencia significativa en la inhibiciôn prepulso en el prepulso 3: 
*p<0,05 LPS frente a Sal.
Como resumen de estos resultados, podriamos decir que el LPS no tiene mâs que 
una influencia ligera en este test y que el tratamiento con estradiol no ejerce ningùn efecto. 
Se observa una excepciôn en el prepulso 3, donde hay una diferencia significativa del 
grupo LPS vehiculo con Sal vehiculo; dicha diferencia desaparece en el grupo LPS- 
Tratado con estradiol.
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Inhibiciôn Prepulso en ratas hembra
En las ratas hembra se realizô el mismo test y los mismos anâlisis estadisticos. Los 
animales fueron tratados prenatalmente con vehiculo o LPS, con 1 mes de edad los 
animales fueron ^ùdzw-operados (Sal, LPS) o bien ovariectomizados (Sal-ovx y LPS-ovx), 
y a los 2 meses de edad fueron tratados con vehiculo o con estradiol (Sal-ovx-E2 y LPS- 
0VX-E2).
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Figura 37: Respuesta de sobresalto en hembras. No se observô ninguna diferencia entre grupos
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Figura 38: Inhibiciôn prepulso en hembras. No se observô ninguna diferencia por el tratamiento prenatal, 
ni por la ovariectomia, ni por el tratamiento con estradiol. Se observô un efecto significativo de la intensidad 
de prepulso (p<0,0001).
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Al igual que en las ratas machos, no se observô ninguna diferencia en la respuesta de 
sobresalto (figura 37) ni por tratamiento prenatal, ni por la ovariectomia o por el 
tratamiento con estradiol. En el caso de la inhibiciôn prepulso (figura 38), no se observô 
tampoco ninguna diferencia significativa debida a los tratamientos. De nuevo se observô 
un efecto de la intensidad de prepulso (p<0,0001), de forma que a mayor intensidad se dio 
en general una mayor inhibiciôn. En conclusiôn, los resultados nos indican que las ratas 
hembra no parecen estar afectadas por el tratamiento prenatal, la ovariectomia o el 
estradiol en el test de inhibiciôn prepulso.
2.5. Hiperlocomocion inducida por anfetamina, efecto del LPS prenatal, dimorfîsmo 
sexual y accion del estradiol.
Como se explica en la secciôn de materiales y métodos, 24 horas antes del 
experimento de hiperlocomociôn inducida por anfetamina (HIA), se realizô un test a todas 
las ratas para cuantificar la actividad locomotora basai y de esta forma descartar que 
existieran diferencias previas que pudieran influir el test de HIA. Tras este test, las ratas 
fueron inyectadas con vehiculo o estradiol y 24 horas después se hizo el test de HIA. Este 
consistiô en 30 minutes de habituaciôn tras inyecciôn con salino y a continuaciôn 90 
minutes de experimento tras inyecciôn con la anfetamina.
Actividad locomotora basai e hiperlocomociôn inducida por anfetamina en ratas
macho
En el test de actividad locomotora basai (figura 39), évaluâmes ratas macho 
tratadas prenatalmente con vehiculo o con LPS, mediante un ANOVA de dos vias para 
medidas repetidas, siendo un factor el tratamiento prenatal y factor de medidas repetidas el 
tiempo (se analizaron los resultados tomando medidas cada 10 minutes). Tras analizar los 
resultados de la estadistica vimos que no hubo ningùn efecto del tratamiento prenatal. Si 
hubo un efecto significativo del tiempo (p<0,0001) observândose una disminuciôn de la 
distancia recorrida segùn iba aumentando este.
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Figura 39: Actividad locomotora basai en machos tratados prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS. No
hubo ningùn efecto del tratamiento prenatal, pero si del tiempo (p<0,0001), disminuyendo la distancia 
recorrida segùn aumentaba este.
Tras la prueba de actividad locomotora basai, se inyectô a las ratas con vehiculo o 
estradiol y 24 horas después se realizô el test de HIA, precedido por otro s 30 minutos de 
mediciôn de actividad locomotora tras inyecciôn con salino.
En los 30 primeros minutos de mediciôn tras inyecciôn con salino, no se observô 
ninguna diferencia entre grupos (datos no mostrados). Tras la inyecciôn con anfetamina 
(figura 34), el anâlisis estadistico de los resultados mostrô un efecto significativo del 
tratamiento prenatal (p=0,0131) y del tratamiento con estradiol (p=0,01). También el 
tiempo ejerciô un efecto significativo (p<0,0001), como es de esperar en esta prueba, en 
que la locomociôn va aumentando con el tiempo, segùn va haciendo efecto la anfetamina, 
hasta llegar a un mâximo y disminuir conforme van desapareciendo los efectos de esta. 
Ademâs se observô una interacciôn significativa entre el tratamiento prenatal y el 
tratamiento con estradiol (p=0,0011).
Como se puede observar en la figura 40, los animales tratados prenatalmente con 
LPS y que recibieron vehiculo mostraron una menor locomociôn que los animales de los 
otros grupos expérimentales. El estradiol no ejerciô un efecto significativo en los animales 
que no recibieron prenatalmente LPS. Por el contrario, en los animales tratados 
prenatalmente con LPS, que tienen una respuesta disminuida a la anfetamina, el estradiol 
aumentô su respuesta a niveles de los animales que no recibieron LPS.
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Figura 40: Hiperlocomociôn inducida por anfetamina en machos tratados prenatalmente con 
vehiculo (Sal) o LPS y que recibieron vehiculo o estradiol (E2). Se observaron efectos significativos del 
tratamiento prenatal (p=0,0131), del tratamiento por estradiol (p=0,01) y del tiempo (p<0,0001), asi como 
una interacciôn entre el tratamiento prenatal y hormonal (p=0,0011). * p<0,05 LPS frente a todos los demâs 
grupos.
Actividad locomotora basai e hiperlocomociôn inducida por anfetamina en ratas 
hembras
Al igual que en las ratas macho, en la prueba de actividad locomotora basai 
realizada 24 horas antes de la HIA, las hembras no mostraron ninguna diferencia por 
tratamiento prenatal, ovariectomia o estradiol (figura 41), aunque si observamos una 
disminuciôn en la distancia recorrida al aumentar el tiempo (p<0,0001) , igual que en las 
ratas macho. Tampoco se observô ninguna diferencia en la medida de 30 minutos tras 
inyecciôn de salino, previa a la inyecciôn con anfetamina (datos no mostrados).
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Figura 41: Actividad locomotora basai en hembras tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y 
que fueron sham operadas u ovariectomizadas (ovx). No se observô ninguna diferencia debida al LPS 
prenatal o la ovariectomia, pero si se observô un efecto del tiempo (p<0,0001), disminuyendo la distancia 
recorrida segùn aumentaba este.
En la hiperlocomociôn inducida por anfetamina, los resultados fueron analizados de 
la misma manera que en los machos, por un ANOVA de 3 vias para medidas repetidas (los 
factores son tratamiento prenatal, tratamiento hormonal y tiempo como medida repetida), 
con la ùnica diferencia de que en el factor tratamiento hormonal, en hembras tenemos très 
variables: sham, ovx (ovariectomizadas) y ovx-E2 (ovariectomizadas tratadas con 
estradiol).
Al analizar los resultados (figura 42), encontramos un efecto muy marcado del 
tratamiento hormonal (p<0,0001) y del tiempo (p<0,0001). No se observô un efecto 
significativo del tratamiento prenatal, pero si una interacciôn del tratamiento prenatal con 
el tratamiento hormonal (p=0,0104). Al profundizar en el anâlisis mediante el test post hoc, 
vimos que a casi todos los tiempos (excepto a los 10 minutos) los grupos OVX, 
independientemente de si tenian tratamiento prenatal con salino o LPS y de si estaban o no 
tratados con estradiol, tenian una menor respuesta a la anfetamina que los grupos sham. En 
concreto, los grupos salino-ovx y salino-ovx-E2 resultaron ser significativamente 
diferentes del grupo salino. Ademâs, los grupos LPS-ovx y LPS-ovx-E2 resultaron ser 
significativamente diferentes del grupo LPS a todos los tiempos a partir de 20 minutos de 
test.
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Figura 42: Hiperlocomociôn inducida por anfetamina en hembras tratadas prenatalmente con vehiculo 
(Sal) o LPS y que fueron sham operadas u ovariectomizadas (ovx) y posteriormente tratadas con 
vehiculo o estradiol (E2). Se observaron efectos del tratamiento hormonal (p<0,0001) y del tiempo 
(p<0,0001), asi como una interacciôn entre el tratamiento prenatal y hormonal (p=0,0104). * p<0.05 Sal-ovx 
y Sal-ovx-E2 frente a Sal; LPS-ovx y LPS- ovx -E2 frente a LPS; # p<0.05 LPS- ovx -E2 frente a Sal- ovx - 
E2.
Respecto a la interacciôn entre el tratamiento prenatal y el hormonal, observamos 
en el anâlisis post hoc, que en los tiempos 30 y 40 minutos, la distancia recorrida por el 
grupo LPS-0VX-E2 era significativamente mâs baja que la de Sal- ovx -E2.
Por lo tanto, podriamos concluir que en hembras, a diferencia de los machos, el 
LPS prenatal per se no tiene ningùn efecto sobre la respuesta a anfetamina. Sin embargo, la 
privaciôn hormonal por ovariectomia si que induce una disminuciôn sustancial de esta 
respuesta. Por ultimo, las hembras ovariectomizadas tratadas prenatalmente con LPS 
parecen tener una respuesta alterada al estradiol comparadas con las hembras 
ovariectomizadas tratadas prenatalemnte con vehiculo, puesto que en estas ultimas el 
estradiol parece aumentar ligeramente la respuesta a anfetamina, cosa que en las primeras 
no sucede.
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2.6. Actividad dopaminérgica: efecto del LPS, dimorfîsmo sexual y acciôn del 
estradiol
En este experimento medimos la cantidad relativa de tirosina hidroxilasa (TH) 
respecto al control de carga (P-Actina) en très zonas del cerebro relevantes para la 
esquizofrenia: corteza prefrontal, nùcleo accumbens y estriado. El anâlisis estadistico se 
realizô mediante un ANOVA de dos vias: un factor fue el tratamiento prenatal (salino o 
LPS) y el otro factor el tratamiento hormonal. Las variables para el tratamiento hormonal 
fueron las mismas que en todo el estudio, para machos: vehiculo o estradiol y para 
hembras: sham vehiculo (sham), ovariectomia vehiculo (ovx) y ovariectomia estradiol (ovx 
-E2).
Tirosina hidroxilasa en ratas macho
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Figura 43: Niveles de TH en ratas macho tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
recibieron vehiculo o estradiol (E2). A. Corteza prefrontal. Se observô un efecto del tratamiento prenatal 
(p=0,0324) y del tratamiento hormonal (p-0,0401). + p<0,05 LPS-E2 frente a Sal-E2; # p<0,05 LPS-E2 
frente a LPS. B. Estriado. Se observô un efecto del tratamiento prenatal (p=0,001), pero no del estradiol.* 
p<0,05 LPS frente a Sal; + p<0,05 LPS-E2 frente a Sal-E C. Nùcleo accumbens. No se observô ningùn 
efecto del LPS prenatal ni del estradiol.
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Los cambios observados en los niveles de TH variaron segùn la zona de estudio 
(figura 43). En la corteza prefrontal observamos un efecto tanto del tratamiento prenatal 
(p=0,0324) como del estradiol (p=0,0401). En al anâlisis post hoc comprobamos que el 
estradiol disminuyô los niveles de TH pero solo en las taras tratadas prenatalmente con 
LPS. En el estriado observamos un marcado efecto del LPS prenatal (p=0,001), pero 
ningùn efecto del tratamiento hormonal. Por ùltimo, en el nùcleo accumbens, no 
observamos ningùn efecto de los tratamientos sobre los niveles de TH.
Tirosina hidroxilasa en ratas hembras
Los resultados de la medida de TH en ratas hembras se pueden ver en la figura 44. 
En la corteza prefrontal, el ANOVA mostrô efectos significativos del tratamiento prenatal 
(p=0,002) y del tratamiento hormonal (p=0,0043), sin interacciôn entre los factores. Asi, en 
el anâlisis poshoc pudimos comprobar que mientras que la ovariectomia carecia de efecto 
(los grupos Sal-ovx y LPS-ovx no fueron diferentes de Sal-sham y LPS-sham, 
respectivamente), el estradiol produjo un aumento estadisticamente significativo en los 
niveles de TH en los animales tratados prenatalmente con salino, pero no en los tratados 
prenatalmente con LPS.
En estriado encontramos una interacciôn estadisticamente significativa entre los 
tratamientos prenatal y hormonal (p=0,0242). El tratamiento prenatal con LPS redujo los 
niveles de TH en los animales ovariectomizados tratados con vehiculo, pero no en los 
tratados con estradiol ni en los sham.
Por ùltimo, en nùcleo accumbens no encontramos ningùn efecto del tratamiento 
prenatal, pero si de la condiciôn hormonal (p=0,043). El tratamiento con estradiol produjo 
un aumento en los niveles de TH tanto en los animales tratados prenatalmente con salino 
como en los tratados con LPS
87
Resultados
A B
500
^OO
300
200
lO O
O
# # #
d im ii O V -X -E 2
□  S a l  
■  L P S
200
150
lO O
50
O r# a  r« .
l ia i i i ox-x o'v."x-E2
a  S a l  
■  L P S
P
250
200
150
lO O
50
O
#
JL
lia ii i O X -X -E 2
a  S a l  
■  L P S
Figura 44: Niveles de TH en ratas hembra tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
fueron sham operadas u ovariectomizadas (ovx) y posteriormente tratadas con vehiculo o estradiol (E). 
A. Corteza prefrontal, Observamos efectos significativos del tratamiento prenatal (p=0,002) y del 
tratamiento hormonal (p=0,0043). # # # p<0,001 Sal-ovx-E2 frente a Sal-ovx y Sal-sham;*** p<0,001 LPS- 
ovx E2 frente a Sal-ovx-E2. B. Estriado, Se detectô una interacciôn significativa entre el tratamiento 
prenatal y el hormonal (p=0,0242). * p<0,05 LPS-ovx frente a Sal-ovx; + p<0,05 LPS-ovx frente a LPS- 
sham. C. Nùcleo accumbens, El tratamiento hormonal resultô tener un efecto estadisticamente significativo 
(p=0,043), lo cual no sucediô con el tratamiento prenatal, ni hubo interacciôn entre ambos. # p<0,05 Sal-ovx- 
E2 frente a Sal-ovx; * p<0,05 LPS-ovx-E2 frente a LPS-ovx
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2.7. Marcadores de inflamaciôn sistémicos (IL-lra y TNFa) y en cerebro (COX-2), 
efecto del LPS, dimorfîsmo sexual y accion del estradiol
Niveles de IL-lra en ratas macho
Los niveles de IL-lra en suero (figura 45) se cuantificaron con la técnica de ELIS A. 
El LPS, de por si, no tuvo ningùn efecto. El estradiol indujo un aumento significativo en 
los niveles de IL-lra en los animales tratados prenatalmente con LPS, pero no en los 
tratados prenatalmente con salino.
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Figura 45: Niveles de IL -lra en ratas macho tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
recibieron vehiculo o estradiol (E2). # p<0,05 LPS-E2 frente a los otros grupos expérimentales.
Niveles de IL-lra en ratas hembra
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Figura 46: Niveles de Il-lra  en ratas hembra tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
fueron sham operadas u ovariectomizadas (ovx) y posteriormente tratadas con vehiculo o estradiol 
(E2). Observamos un efecto del tratamiento hormonal (p=0,015) y una interacciôn entre este y el LPS 
prenatal (p=0,0176). ++ p<0,01 Sal-ovx y Sal-ovx-E2 frente a Sal; ^ p< 0,01 LPS-ovx frente a LPS; # p< 
0,05 LPS-0VX-E2 frente a LPS-ovx; * p<0,05 LPS frente a Sal.
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En hembras (figura 46), el ANOVA mostrô efectos significativos del tratamiento 
hormonal (p=0,015), y de la interacciôn entre este y el tratamiento prenatal (p=0,0176). La 
ovariectomia aumentô los niveles de IL-Ira tanto en los animales tratados prenatalmente 
con salino como en los tratados con LPS. El estradiol contrarrestô el efecto de la 
ovariectomia, pero solo en los animales tratados con LPS.
Niveles de TNFa en ratas macho
Los niveles de TNFa en plasma (figura 47) se vieron afectados por el tratamiento 
prenatal (p=0,0141) y se detectô una interacciôn entre el tratamiento prenatal y el 
tratamiento hormonal (p=0,0007). Como puso de manifesto cl anâlisis post hoc, el LPS 
prenatal indujo un aumento significativo en los niveles de TNFa en los animales tratados 
con vehiculo. Este efecto fiie revertido por el estradiol.
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Figura 47: Niveles de TNFa en ratas macho tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
recibieron vehiculo o estradiol (E). El tratamiento prénatal (p=0,014I) y la interacciôn entre el tratamiento 
prenatal y el tratamiento hormonal (p=0,007) tuvieron un efecto significativo.* p<0,05 LPS frente a Sal; # p< 
0,05 LPS-E frente a LPS.
Niveles de TNFa en ratas hembra
En el caso de las ratas hembra (figura 48), a diferencia de los machos, no 
encontramos ningùn efecto del tratamiento prenatal, ni de la ovariectomia o el estradiol, ni 
tampoco ninguna interacciôn.
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Figura 48: Niveles de TNFa en ratas hembra tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
fueron sham operadas u ovariectomizadas (ovx) y posteriormente tratadas con vehiculo o estradiol 
(E2).
Niveles de COX-2 en ratas macho
Se cuantificô COX-2 por Western Blot en corteza prefrontal y nùcleo accumbens 
(figura 49). También se intenté en estriado, pero no se obtuvo ninguna senal cuantificable 
(tampoco en ratas hembra), por lo que podriamos asumir que las cantidades en este tejido 
eran demasiado bajas para ser detectadas. El anâlisis estadistico fue del mismo tipo al 
empleado en experimentos anteriores (ANOVA de dos vias).
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Figura 49: Niveles de COX-2 en ratas macho tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
recibieron vehiculo o estradiol (E2). A. Corteza prefrontal, Observamos un efecto del LPS (p=0,001), 
pero no del estradiol. *p<0,05 LPS frente a Sal; # p<0,05 LPS-E2 frente a Sal-E2. B. Nùcleo accumhens, 
Se encontrô una interacciôn entre el tratamiento prenatal y el hormonal (p=0,0244). * p<0,05 Sal-E2 frente a 
Sal; p=0,0748 LPS-E2 frente a Sal-E2.
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En corteza prefrontal se observô un efecto del LPS prenatal (p=0,001). Los 
animales LPS tuvieron menores niveles de COX-2 que los animales tratados prenatalmente 
con salino, independientemente de si estaban tratados con estradiol o no.
En el nùcleo accumbens detectamos una interacciôn significativa entre el 
tratamiento prenatal y el tratamiento hormonal (p=0,0244). El estradiol disminuyô los 
niveles de COX-2 en los animales tratados prenatalmente con salino pero no en los tratados 
prenatalmente con LPS.
Niveles de COX-2 en ratas hembra
Tanto en la corteza prefrontal como en el nùcleo accumbens encontramos una 
influencia muy marcada del LPS prenatal, y de la ovariectomia o la ovariectomia y el 
tratamiento con estradiol (figura 50). En la corteza prefrontal son significativos los efectos 
del tratamiento prenatal (p=0,0302) y el tratamiento hormonal (p=0,0007). También se 
encontrô una interacciôn estadisticamente significativa entre ambos factores (p=0,0034). 
Al comparar diferencias entre grupos mediante el post hoc, vimos que el tratamiento con 
estradiol redujo los niveles de COX-2 en los animales tratados prenatalmente con salino, 
pero no en los tratados prenatalmente con LPS.
En el nùcleo accumbens también se apreciaron efectos del tratamiento prenatal 
(p<0,0001), del tratamiento hormonal (p^0,0009) y de la interacciôn entre ambos 
(p=0,0001). La ovariectomia indujo un aumento significativo en los niveles de COX-2 en 
los animales tratados prenatalmente con salino, pero no en los tratados con LPS. El 
estradiol revertiô el efecto de la ovariectomia.
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Figura 50: Niveles de COX-2 en ratas hembra tratadas prenatalmente con vehiculo (Sal) o LPS y que 
fueron sham operadas u ovariectomizadas (ovx) y posteriormente tratadas con vehiculo o estradiol 
(E2). A. Corteza prefrontal, Observamos un efecto del tratamiento prenatal (p=0,0302), del tratamiento 
hormonal (p=0,0007), e interaccion entre ambos (p=0,0034). + p <0,05 Sal-ovx-E2 (rente a Sal- ovx y Sal- 
sham; # p< 0,05 LPS-0VX-E2 trente a Sal-ovx-E2. B. Nucleo accumhens, Observamos un efecto del 
tratamiento prenatal (p<0,0001) y del tratamiento hormonal (p=0,0009), asi como una interaccion entre 
ambos factores (p=0,0001). * p<0,05 LPS-OVX (rente a Sal- ovx; + p<0,05 LPS- ovx -E2 frente a Sal- ovx - 
E2; # p<0,05 Sal- ovx (rente a Sal-sham y Sal- ovx -E2; ^ p<0,05 Sal- ovx -E2 (rente Sal-sham y Sal- ovx
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1. Efectos del estrés cronico y la privacion de hormonas ovaricas sobre la conducta 
depresiva, de ansiedad y anhedonia.
El estrés induce un comportamiento depresivo y  una mayor pérdida de peso en 
ratones ovariectomizados.
En ratones sometidos a estrés y ovariectomia de corta y larga duracion, se observé 
un aumento significativo de la inmovilidad en el test de nataciôn forzada. Sin embargo, en 
ratones intactos sometidos a estrés y en ratones ovariectomizadas no sometidos a estrés no 
se observé ningùn efecto significativo en este paramétré respecte a les ratones 
gonadalmente intactos y no estresados. La inmovilidad en el test de natacién forzada indica 
un comportamiento de tipo depresivo, por le que podemos deducir que la privacién de 
hormonas gonadales de por si no tiene efecto en nuestro modelo, pero parece predisponer a 
les animales a un comportamiento depresivo una vez sometidos a estrés.
Se ha descrito en numerosas ocasiones el efecto antidepresivo de la progesterona y 
el estradiol (Martinez-Mota y cols., 1999; Frye y cols., 2004; Walf y cols., 2004; Rocha y 
cols., 2005; Walf y Frye, 2007), lo cual es congruente con el aumento de sintomas 
depresivos que se da en situaciones de descenso en los niveles de hormonas gonadales 
femeninas como son el sindrome premenstrual, la depresién postparto o la menopausia 
(Robinson y Stewart, 1986; Bromberger y cols., 2011; Zukov y cols., 2010). Asimismo, el 
estrés es un factor de riesgo para el desencadenamiento de trastomos del estado de ânimo 
(Kessler, 1997).
La respuesta al estrés esta gobemada por el eje hipéfisis-pituitaria-adrenal (HPA): 
en respuesta a un estrés agudo la hipéfisis libera CRH, la cual estimula a la pituitaria que a 
través de la liberacién de ACTH activa a la glândula adrenal para que libéré hormonas de 
estrés al torrente sanguineo, cortisol en humanos o corticosterona en roedores (Claes, 
2004). Al finalizar el estrés, se produce una regulacién por retroinhibicién que hace que el 
eje vuelva a sus niveles basales de actividad. En situaciones de estrés crénico, se puede dar 
una hiperactividad crénica del eje HPA que acaba induciendo modificaciones en la 
regulacién de receptores de glucocorticoides en hipocampo, amigdala y nùcleo 
paraventricular (Rivest y cols., 1995). Esta hiperactividad se ha relacionado con la 
capacidad del estrés crénico de inducir estados depresivos (Gold y Chrousos, 2002). Las 
hormonas ovâricas, estradiol y progesterona, participan en la regulacién de la actividad del
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eje HPA en ratas hembra (Carey y cols., 1995; Ochedalski y cols., 2007). Ademâs de la 
actividad basai del eje HPA, la privacion de hormonas ovâricas también modifica el 
funcionamiento de eje HPA en respuesta a estrés en roedores hembra, y el tratamiento de 
reemplazo con estradiol y progesterona revierte las alteraciones observadas. Por ello, es de 
esperar que una situaciôn de estrés crônico afecte de forma diferente a los ratones 
ovariectomizados y a los gonadalmente intactos (Seale y cols., 2004).
Mediante estudios farmacolôgicos con distintos tipos de antidepresivos en el test de 
nataciôn forzada, se ha establecido una asociaciôn entre el comportamiento de nataciôn y 
sustancias agonistas de los receptores de serotonina y entre el comportamiento de climbing 
y una mayor neurotransmisiôn por catecolaminas. (Detke y cols., 1995). Examinando 
nuestros resultados, se puede apreciar que los grupos con ovariectomia y estrés presentan 
un tiempo de nataciôn significativamente menor que los demâs grupos, sin mostrar 
ninguna variaciôn en su tiempo de climbing, lo que podria sugerir que la suma del estrés y 
la ovariectomia afecta principalmente a las vias serotoninérgicas. Esto es coherente con el 
papel de la serotonina en depresiôn (Sharp y Cowen, 2011) y con la compleja regulacién 
ejercida por el estradiol sobre la neurotransmisiôn serotoninérgica, que abarca desde la 
modulacién de la sintesis de la serotonina por la enzima triptéfano hidroxilasa hasta su 
degradacién por la monoaminooxidasa, pasando por efectos en la expresién de 
transportadores y receptores en distintas areas del cerebro (revisado por Etgen y Garcia- 
Segura, 2009).
El efecto depresor del estrés lue mucho mas pronunciado en ratones sometidos a 
ovariectomia de larga duracién, puesto que mostraron niveles de inmovilidad 
significativamente mayores que los de los ratones con ovariectomia de corta duracién. Este 
efecto también se observé en la ganancia de peso durante el estrés: los ratones con 
ovariectomia de larga duracién sometidos a estrés perdieron peso durante el protocole de 
estrés crénico, lo cual se interpréta como una medida mas de deterioro fisico causado por 
el estrés (Willner, 1997; Surget y cols., 2008; Autry y cols., 2009).
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La ovariectomia de larga duraciôn induce comportamiento tipo ansiedad, que es 
aumentado por el estrés crônico.
Nuestros resultados indican que la privacion hormonal por gonadectomia induce 
mayores niveles de ansiedad, puesto que disminuyô el tiempo en brazos abiertos en el 
laberinto en cruz elevado. Este efecto llegô a ser significativo en el grupo de ovariectomia 
de larga duraciôn sin estrés y en mayor medida en el grupo de ovariectomia de larga 
duraciôn sometido a estrés crônico. Nuestros resultados estân de acuerdo con numerosos 
estudios en los que se ha demostrado el efecto ansiolitico de las hormonas ovâricas, o el 
efecto ansiogénico de la privacion de estas (Estrada-Camarena y cols., 2003; Frye y cols., 
2004; Frye y Walf, 2004; Frye y Wawrzycki, 2003; Koss y cols., 2004; Rachman y cols., 
1998; Walf y Frye, 2005a, 2005b, 2006, 2007). Ademâs, el estrés crônico puede inducir 
estados de ansiedad en roedores (Mineur y cols., 2006), lo cual estâ de acuerdo con el 
hecho de que la ovariectomia junto al estrés inducen el efecto mâximo observado en el 
laberinto en cruz elevado.
Nuestros datos reflejan que la ovariectomia, por si misma, ya induce un estado de 
ansiedad, de acuerdo con lo observado en humanos, en donde la privaciôn de hormonas 
ovâricas aumenta los niveles de ansiedad (Weissman y Klerman, 1977; Bebbington y cols., 
1981; Wittchen y Hoyer, 2001; Walf y Frye, 2006). En conjunciôn con el estrés, la 
ovariectomia aumenta la conducta asociada a la ansiedad y esto se correlaciona con la 
apariciôn de comportamientos depresivos (lo que no ocurria en ratones ovariectomizados 
sin estrés). Por tanto, podriamos pensar que la ovariectomia induce un estado de ansiedad 
que deja expuestos a los ratones a los efectos depresivos del estrés, lo cual se asemeja a lo 
que ocurre en humanos, en donde se ha demostrado que trastomos de tipo ansioso 
constituyen factores de riesgo para el desarrollo de trastomos depresivos (Breslau y cols., 
1995; Bittner y cols., 2004; Zender y Olshansky, 2009).
El estrés crônico induce una disminuciôn en el consumo de sacarosa en ratones 
gonadalmente intactos, pero no en los ovariectomizados.
La disminuciôn del consumo de una soluciôn de sacarosa en roedores en respuesta 
a estrés, se utiliza habitualmente como modelo de anhedonia, que constituye uno de los 
principales sintomas de la depresiôn mayor (Hamilton, 1967; Monleon y cols., 1995). En 
nuestro caso, observamos que en ratones gonadalmente intactos el estrés disminuyô la
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preferencia por sacarosa en la tercera semana del protocole de estrés crônico. Sin embargo, 
en ratones sometidos a ovariectomia con o sin estrés, no se produjo en ningùn momento un 
descenso en el consumo de sacarosa.
El descenso observado en los ratones intactos esta en consonancia con otros 
estudios que ban demostrado en ratas que diverses protocoles de estrés crônico inducen 
una disminuciôn en el consumo de sacarosa (Willner y cols., 1987; Monleon y cols., 1995; 
Rygula y cols., 2005). El hecho de que la disminuciôn en consumo de sacarosa fuera 
évidente en la tercera semana coincide con el trabajo de Pothion en que se comparan varias 
cepas de ratones sometidas a estrés crônico durante varias semanas y se demuestra que el 
mâximo efecto en la cepa C57/BL6 es en la tercera semana de estrés. (Pothion y cols., 
2004). Un diferencia es que en nuestro caso ese efecto sôlo se observa en la tercera 
semana, pero quizâs se podria achacar a dos factores: el primero es que nuestro protocolo 
de estrés se podria considerar una version mâs ligera de los empleados habitualmente, al no 
incluir estresores fisicos o dolorosos como privaciôn de alimentes o agua, inmovilizaciôn o 
pellizco de la cola (Pothion y cols., 2004; Baker y cols., 2006; Gronli y cols., 2004; Li y 
cols., 2009; Tynan y cols., 2010; Mâllo y cols., 2009), ya que pensâmes que asi se 
modelizaria mejor un estrés puramente psicolôgico, por lo que es de esperar que los efectos 
sean menos drâsticos. El segundo factor es que nuestro estudio es con ratones hembra, 
mientras que en la mayor parte de estudios que se han realizado, ha side con ratas o ratones 
macho, por lo que los resultados no tienen porqué ser obligatoriamente los mismos 
teniendo en cuenta que el comportamiento de ingesta y el consumo de sacarosa varian 
segùn el sexo y los niveles circulantes de estradiol (Atchley y cols., 2005; Liang y cols., 
2007).
El dato que mâs llama la atenciôn en nuestros resultados es que los grupos con 
ovariectomia, sea de corta o larga duraciôn no parecen responder al protocolo de estrés 
crônico en este test, pese a que en los otros tests de depresiôn y ansiedad si parecen 
mostrar efectos negativos del estrés. Una posible explicaciôn reside en el hecho de que el 
estradiol es una hormona que inhibe la ingesta, y su privaciôn por ovariectomia aumenta 
esta (Kenney y Mook, 1974; Wade, 1975; Blaustein y Wade, 1976; Wade y cols., 1985; 
Butera y Beikirch 1989; Geary y cols., 1995), por tanto este factor puede estar haciendo 
que el consumo de sacarosa no se vea alterado en ratones ovariectomizados. Otro dato a 
tener en cuenta es que en varios estudios (Ely y cols., 1997; Pecoraro y cols., 2004; Rossi y
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cols., 2008; Ulrich-Lai y cols., 2010; Ulrich-Lai y cols., 2011; Ortolani y cols., 2011) se ha 
observado que una posible reacciôn en situaciones de mayor ansiedad es el aumento de 
ingesta de lo que se ha venido a denominar comida de confort. Por ejemplo en el trabajo de 
Ortolani, ratas que han sido sometidas a choques eléctricos disminuyen su ingesta de 
pienso, pero no la de comida de confort que consiste en una mezcla de frutos secos, dulces 
y chocolate (Ortolani y cols., 2011). Este consumo preferente de alimente altos en grasa y 
carbohidratos en respuesta a estrés en algunos casos ha llegado incluse a normalizar 
determinados paramétrés relevantes para la respuesta a estrés, como los niveles de 
corticosterona en sangre (Pecoraro y cols., 2004; Rossi y cols., 2008; Ulrich-Lai y cols., 
2010; Ulrich-Lai y cols., 2011)
2. Efectos del estrés cronico y la privacion de hormonas ovâricas en las células de glia 
y la proliferaciôn celular en el giro dentado
La ovariectomia induce un aumento en la densidad de astrocitos en el giro dentado 
del hipocampo
Se ha descrito que la privaciôn hormonal por ovariectomia puede inducir un estado 
inflamatorio en el organisme (Kireev y cols., 2010: Abu-Taha y cols, 2009; Baeza y cols., 
2011; Surmeli y cols., 2011; Routley y Ashcroft, 2009). Asimismo, también se ha 
relacionado la depresiôn con un aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias 
(Maes, 1999), estando estas correlacionadas con los sintomas depresivos y respondiendo al 
tratamiento con antidepresivos (Shizewska y cols., 1995; Maes y cols., 1999; Anisman y 
col., 1999). También en modelos de estrés en ratones se ha establecido que un aumento en 
IL-1 en cerebro podria estar relacionado con la expresiôn de comportamientos depresivos 
(Goshen y cols., 2007; Kwon y cols., 2008) Por este motivo, considérâmes interesante 
examinar posibles cambios en las células de glia por inmunohistoquimica para determinar 
los efectos de la ovariectomia y el estrés crônico en nuestro modelo.
No encontramos ningùn cambio en el marcaje para IBA-1, que representaria 
microglia, sin embargo tanto la inmunoreactividad para GPAP, que marca astrocitos, como 
para NG2, que marca precursores de oligondendrocitos, se vieron ftiertemente afectadas 
por la ovariectomia, pero no por el estrés. En roedores se ha descrito que la poblaciôn de 
astrocitos aumenta râpidamente en respuesta a diverses tipos de lesiones (Martinez y cols., 
2006; Barreto y cols., 2009), a su vez el estradiol puede reprimir la expresiôn de GFAP y
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regular su transcripciôn (Day y cols., 1993; Stone y cols., 1998). Ademâs se ha propuesto 
que el estradiol puede inducir un crecimiento de neuritas tras una lesiôn, mediado por la 
inhibiciôn de GFAP.
También se ha observado que la progesterona tiene un efecto reductor de la 
proliferaciôn de astrocitos en repuesta a lesiôn (Labombarda y cols., 2011) y tras 
ovariectomia (Camacho-Arroyo y cols., 2011) por lo que résulta coherente lo que 
observamos en nuestros resultados, en que la privaciôn de hormonas ovâricas induce un 
aumento en la inmunoreactividad para GFAP.
La ovariectomia induce un aumento en el numéro de células NG2 en el giro 
dentado del hipocampo, independientemente del estrés crônico
Las células NG2 se conocen principalmente como precursores de oligodendrocitos 
(Stallcup y Beasley, 1987; Levine y cols., 1993; Levine y cols., 2001) y se ha descrito su 
papel en situaciones de lesiôn, en que aumenta su proliferaciôn para formar parte de la 
cicatriz glial (Fawcett y Asher 1999; Levine y cols., 2001), ya que a través de la 
generaciôn de oligodendrocitos pueden reparar la desmielinizaciôn causada por lesiones o 
patologias como la esclerosis multiple (Keirstead y cols., 1998;Watanabe y cols., 2002; 
Reynolds y cols., 2002). Ademâs de progenitoras de oligodendrocitos, también se han 
sugerido otros roles para las células NG2, puesto que se ha observado que tienen la 
capacidad de diferenciarse a astrocitos (Diers-Fenger y cols., 2001; Alonso, 2005), e 
incluso ha llegado a sugerirse que en vez de ser sôlo precursores de oligodendrocitos, 
puedan actuar como células madré neurales (Belachew y cols., 2003; Aguirre y Gallo,
2004) ya que no todas las células que expresan NG2 provienen de la misma linea que los 
oligodendrocitos (Mallon y cols., 2002).
En nuestros resultados observamos que la privaciôn de hormonas ovâricas por 
ovariectomia indujo en todos los casos un aumento de células NG2, independientemente 
del estrés crônico, que no tuvo ningùn efecto. Estudios previos han mostrado que en las 
ratas ovariectomizadas existe una mayor mielinizaciôn que podria deberse a una mayor 
presencia de progenitores de oligodendrocitos (Yates y Juraska, 2008), mientras que las 
hembras intactas muestran menor cantidad de oligondedrocitos que los machos (Cerghet y 
cols., 2006). Por tanto nuestros resultados estân en consonancia con lo descrito por otros 
autores, ya que el estradiol parece disminuir la cantidad de oligodendrocitos, por lo que
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résulta lôgico que su ausencia induzca un aumento de estos. También se han descrito 
efectos de la progesterona sobre el grado de mielinizaciôn (Ghoumari y cols., 2005; De 
Nicola y cols., 2006; Garcia-Segura y Melcangi, 2006), aunque en sentido opuesto al 
estradiol ya que parecen promoverla en sistema nervioso central y periférico.
Respecte al papel que puede jugar el aumento de células NG2 en nuestro modelo, 
es interesante senalar que las células NG2 son capaces de sintetizar progesterona y sus 
metabolites, ya que poseen las enzimas necesarias para ello (Gage y cols., 2001; Gage y 
cols., 2004; Ghoumari y cols., 2005) a diferencia de los oligodendrocitos maduros (Mellon, 
2007) por lo que una hipôtesis es que en respuesta a la ovariectomia aumente su 
proliferaciôn para compensar la pérdida de progesterona ovârica. Otra hipôtesis que 
explicaria el aumento de células NG2 séria que se estén comportando como precursoras de 
astrocitos, que también aumentan debido a la ovariectomia, ya que se ha demostrado in 
vivo y en vitro que las células NG2 tienen la capacidad de diferenciarse a astrocitos. 
(Stallcup y Beasley, 1987; Diers-Fenger y cols., 2001; Alonso y cols., 2005).
La privaciôn de hormonas ovâricas por ovariectomia de corta y  larga duraciôn 
induce una disminuciôn de proliferaciôn celular en el giro dentado del hipocampo, 
independientemente del estrés
El estrés agudo y crônico reduce la proliferaciôn en giro dentado en el hipocampo 
de roedores (Falconer and Galea, 2003, Mineur y cols., 2007; Shors y cols., 2007; 
Westenbroek y cols., 2004), y esta disminuciôn ha sido asociada con comportamientos de 
tipo depresivo (Brummelte y cols., 2006; Damaudéry y cols., 2006; Fuchs y cols., 2004; 
Schmitz y cols., 2002; Swaab y cols., 2005). También los antidepresivos inducen un 
aumento de neurogénesis (Santarelli y cols., 2003). Por otro lado, el estradiol régula la 
neurogenesis en el hipocampo de las hembras (Pawluski y cols., 2009; Tanapat y cols., 
1999, 2005) por lo que considérâmes importante determinar el papel de la proliferaciôn 
celular en giro dentado en la formaciôn de conductas depresivas en nuestro modelo 
debidas al estrés y a la privaciôn hormonal ovârica.
En la inmunohistoquimica para BrdU, observamos que los grupos de ratones 
sometidos a ovariectomia de corta y larga duraciôn, mostraban en todos los casos una 
disminuciôn de proliferaciôn respecto a las hembras intactas, independientemente de si 
habian sido estresadas o no. Esto estâ de acuerdo con el papel del estradiol en neurogénesis
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en los estudios citados anteriormente. Sin embargo, nuestro estudio no coincide con el de 
Lagace que en ratones hembra C57/BL6 no encuentra ninguna diferencia en la 
proliferaciôn celular en el giro dentado debida al ciclo estral o a la ovariectomia (Lagace y 
cols., 2007). Esta discrepancia puede deberse a que en su trabajo los ratones son jôvenes (2 
meses) y la ovariectomia es de 3 semanas, mientras que en el nuestro los ratones son 
sacrificados con 7 meses de edad, y el tiempo de privaciôn hormonal es de 6 semanas o 5 
meses. Esto nos podria estar indicando que la proliferaciôn celular en hipocampo es mâs 
dependiente del estradiol cuanto mayor es la edad de los roedores, y también que la falta de 
estradiol incide en la proliferaciôn cuando el tiempo de privaciôn hormonal es mâs largo.
Posiblemente, los receptores de estrôgeno a y p estén implicados en el efecto del 
estradiol en neurogénesis, puesto que varios estudios han demostrado que ambos estân 
présentes en el hilus del giro dentado del hipocampo (Weiland y cols., 1997; Orikasa y 
cols., 2000; Blurton-Jones y cols., 2004), y ademâs colocalizan con células marcadas con 
BrdU y/o Ki-67, que constituye otro marcador de proliferaciôn celular (Perez-Martin y 
cols., 2003). También es posible que el efecto del estradiol se ejerza a través de sus 
receptores de membrana, ya que estos han sido identificados en hipocampo de roedores 
hembra (Kalita y cols., 2005). El estradiol régula numerosos factores de crecimiento 
(Etgen y Garcia-Segura, 2009) a través de los cuales puede modular la proliferaciôn 
celular. Una evidencia de este efecto del estradiol proviene de la observaciôn de que la 
inhibiciôn de su receptor impide la inducciôn por IGF-1 de neurogénesis adulta (Pérez- 
Martin y cols., 2003).
El hecho de que el estrés no afecte a la proliferaciôn en nuestro modelo podria 
parecer en contradicciôn con otros trabajos que si encuentran este efecto (Falconer and 
Galea, 2003, Mineur y cols., 2007; Shors y cols., 2007; Westenbroek y cols., 2004). Sin 
embargo, se ha observado que el estrés afecta a la proliferaciôn celular en roedores 
machos, pero no en hembras (Falconer and Galea, 2003, Shors y cols., 2007; Westenbroek 
y cols., 2004). Ademâs nuestros resultados coinciden con los de Mineur, que demostrô que 
el estrés crônico no afecta a la proliferaciôn celular en ratones hembras C57BL/6 (Mineur 
y cols., 2007), que es la misma cepa que utiiizamos nosotros. Esto sugiere que pese a la 
relaciôn que se ha establecido entre depresiôn y disminuciôn de neurogénesis, quizâ una 
disminuciôn de neurogénesis por si misma no sea capaz de inducir comportamiento 
depresivo como se observa en nuestros resultados. Los ratones con ovariectomia de corta
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duraciôn no sometidos a estrés muestran menos proliferaciôn, pero no presentan 
comportamiento tipo depresiôn en el test de nataciôn forzada. Por tanto quizâs un defecto 
en neurogénesis o proliferaciôn celular sea mâs un factor de riesgo que un desencadenante 
directe de conductas depresivas
3. Efecto de las hormonas ovâricas y los SERMs sobre las conductas asociadas a 
ansiedad y depresiôn causadas por el estrés crônico y la privaciôn de hormonas 
ovâricas
El estradiol, la progesterona y  los SERMs tamoxifeno y  raloxifeno disminuyen los 
comportamientos asociados a depresiôn y  ansiedad en ratones ovariectomizados y  
sometidos a estrés crônico
Tanto la progesterona como los compuestos estrogénicos estradiol, tamoxifeno y 
raloxifeno, disminuyeron la conducta de inmovilidad de los ratones ovariectomizados y 
estresados al nivel de los ratones intactos no estresados. En el caso de la progesterona y el 
estradiol, nuestros datos estân de acuerdo con numerosos estudios en ratas y ratones que 
atribuyen un efecto antidepresivo a estas hormonas (Bemardi y cols., 1988; Rachman y 
cols., 1998; Walf y Frye, 2010; Walf y cols., 2004; Frye y Walf, 2009; Frye y cols., 2006). 
Aunque se ha descrito que el estradiol aumenta la actividad locomotora espontânea, las 
evidencias provienen de estudios en que se requerian tratamientos de varios dias para 
observarse este efecto (revisado por Lightfoot, 2008). Dado que nuestro tratamiento lue 
agudo y una hora antes del test, asumimos que el efecto de los tratamientos se puede 
interpretar como antidepresivo, mâs que inductor de actividad locomotora.
El efecto antidepresivo del estradiol puede estar relacionado con su modulaciôn de 
la neurotransmisiôn serotoninérgica, ya que, como se ha indicado anteriormente, esta 
hormona régula la disponibilidad de serotonina (Luine y Me Ewen, 1977) y la expresiôn de 
sus transportadores y sus receptores (Bethea y cols 2002, Cyr y cols 2000). Se ha 
propuesto que el mecanismo estâ mediado por el receptor de estrôgenos p, puesto que 
agoni stas selectivos de este receptor producen los mismos efectos antidepresivos en el test 
de nataciôn forzada que el estradiol, mientras que agonistas selectivos del receptor de 
estrôgenos a no ejercen ningùn efecto (Walf y cols., 2004). En nuestro caso, puesto que el 
tratamiento se realizô una hora antes del test podriamos suponer que el estradiol, al igual
105
Discusiôn
que los demâs tratamientos, estâ ejerciendo su efecto por un mecanismo râpido, puesto que 
un mecanismo genômico requeriria mâs tiempo (McEwen, 1976). Quizâs una posibilidad 
séria que estuviera actuando de una forma no genômica a través de los receptores a  o p, 
puesto que se ha observado que estos receptores también se expresan en membrana y 
pueden activar mecanismos râpidos de senalizaciôn (Razandi y cols., 1999; Arvanitis y 
cols. 2004; Kelly y Ronnekleiv, 2008; Marin y cols., 2005; Micevych y Mermelstein, 
2008; Hirahara y cols., 2009).
La acciôn ansiolitica y/o antidepresiva de la progesterona se puede ejercer por 
varios mecanismos. Uno es su conversiôn a allopregnanolona (Beckley y Finn, 2007), 
debido a la acciôn moduladora de este metabolito sobre los receptores GABAa 
(Rodriguez-Sierra y cols., 1984; Schwartz, 1988; Majewska y Vaupel, 1991; Rupprecht, 
2003). Asimismo, se ha demostrado que la falta de conversiôn de progesterona a otros 
metabolitos disminuye sus efectos ansioliticos y antidepresivos (Frye y cols., 2004; 
Beckley y Finn, 2007). También se ha propuesto una acciôn ansiolitica directa de la 
progesterona a través de los receptores de progestinas (Kellogg y Barrett, 1999; Auger y 
Forbes-Lorman, 2008).
A pesar de la amplia informaciôn referente a la capacidad neuroprotectora de los 
SERMs en diverses modelos (Arevalo y cols., 2011), poco se sabe de su potencial 
actividad antidepresiva y/o ansiolitica. En nuestros experimentos tanto el tamoxifeno como 
el raloxifeno demostraron reducir el tiempo de inmovilidad en el test de nataciôn forzada, 
asi como aumentar el tiempo en brazos abiertos en el laberinto en cruz elevado, sugiriendo 
asi una actividad antidepresiva y ansiolitica. Respecto al raloxifeno, estudios en modelos 
animales (Walf y Frye, 2010b) sugieren que este SERM disminuye el comportamiento 
relacionado con ansiedad en el laberinto en cruz elevado en ratas ovarectomizadas y 
también la conducta depresiva en el test de nataciôn forzada (Walf y cols., 2010b; 
Karahancer y cols., 2008). Incipientes estudios en mujeres postmenopâusicas sugieren 
también un efecto positivo del raloxifeno sobre la ansiedad y los sintomas depresivos 
(Carranza-Lira y cols., 2007, Jarkova y cols., 2002; NB, S trickier y cols., 2000; Karsidag 
y cols., 2010). El raloxifeno podria ejercer una acciôn similar al estrôgeno en el sistema
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serotoninérgico, lo que podria formar parte de su mecanismo regulador del estado de 
ânimo (Bemardi 2003; Bethea 2002 y cols; Cyr y cols 2000).
Respecto al tamoxifeno existen aùn menos estudios acerca de sus acciones sobre 
ansiedad y depresiôn. Se ha descrito que el tamoxifeno reduce la conducta asociada a la 
ansiedad en ratas ovariectomizadas (Kazakova y cols., 2007). No obstante, en algunos 
casos se ha llegado a asociar la utilizaciôn de tamoxifeno en humanos con una mayor 
incidencia de sintomas depresivos (Thompson y cols., 1999), aunque otros estudios (Day y 
cols., 2001, Ganz, 2001; Lee y cols., 2007) no han encontrado relaciôn entre el uso de 
tamoxifeno y el desarrollo o empeoramiento de depresiôn. En nuestro modelo hemos 
observado una actividad antidepresiva y ansiolitica, lo cual sugiere que podria estar 
actuando por un mecanismo râpido similar al del estradiol.
4. Influencia del LPS prenatal sobre la senalizaciôn por IGF-1 y los receptores de 
estrôgenos
El LPS prenatal induce un aumento del receptor de estrôgenos f  en corteza 
prefrontal
La via del factor de crecimiento asociado a insulina o IGF-1, régula una variedad de 
eventos relevantes para el desarrollo del sistema nervioso como es la neurogénesis o la 
plasticidad sinâptica, asi como la liberaciôn de factores neuroendocrinos y el 
comportamiento reproductivo (Etgen y cols.., 2006; Mendez y cols .,2006; Todd y cols., 
2007). Asimismo, en animales adultos promueve la neurogénesis en el hipocampo (Aberg, 
2010; Anderson y cols., 2002). También se han observado efectos conductuales 
ansioliticos y antidepresivos en estudios con animales (Malberg y cols., 2007) y efectos 
cognitivos en humanos (Aleman y cols., 2000; Morley y cols., 1997) y roedores 
(Markowska y cols., 1998).
Se ha sugerido que varias enfermedades como la esquizofrenia y el Parkinson 
podrian tener su origen en un neurodesarrollo defectuoso. (Feinberg , 1982; Barlow y cols., 
2007). El IGF-1, como mencionâbamos, juega un papel muy importante en el desarrollo a 
través de la regulaciôn de multiples vias como la de las MAPK/ERK y de la
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fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) (Cardona-Gomez y cols.., 2001; Bondy y Cheng, 2004). 
Este efecto es ejercido en colaboraciôn con el estradiol, puesto que se ha observado que 
ambos pueden regular estas vias, y ademâs las acciones del estradiol son bloqueadas 
cuando se inhibe la senalizaciôn por IGF-1 y las acciones del IGF-1 son bloqueadas 
cuando se inhiben los receptores de estrôgeno (Etgen y cols., 2006; Mendez y cols., 2006; 
Todd y cols., 2007). Curiosamente, se ha comprobado que pacientes con esquizofrenia aùn 
no tratados farmacolôgicamente, tienen menores niveles de IGF-1 en suero 
(Venkatasubramanian y cols., 2007) y también presentan postmortem menores niveles de 
GSK3P en corteza prefrontal (Beasley y cols., 2001).
En nuestros resultados observamos que no hubo ningùn cambio en los niveles de 
receptores de estrôgeno, ni de IGF-1, salvo en la corteza prefrontal en la que los animales 
tratados prenatalmente con LPS mostraron mayores niveles del receptor de estrôgenos beta 
(ER p). Se sabe que el receptor a de estrôgenos (ER a) estâ implicado en la activaciôn por 
estradiol de la via de PI3K, a través de su interacciôn con el receptor de IGF-1 en 
hipotâlamo (Mendez y cols., 2003; Mendez y cols., 2006) sin embargo otros estudios 
indican que en neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra si existe una asociaciôn entre 
el ER p de estrôgenos y el receptor de IGF-1 (Quesada y cols., 2007), y en neuronas 
corticales, no estâ descartado que pudiera darse una activaciôn de la via de PI3K por el ER 
p (Mannella y Brinton, 2006) La corteza prefrontal, que es uno de los tejidos mâs afectados 
en la esquizofrenia, es una zona también implicada en la neurotrasmisiôn dopaminérgica, 
por lo que no puede descartarse que el ER p ejerza alguna funciôn reguladora sobre dicha 
funciôn, que estaria modificada en los animales tratados con LPS prenatal y que podria 
influir posteriormente en las vias de senalizaciôn reguladas por estradiol e IGF-1. Por otro 
lado, hay evidencias de una actividad apoptôtica anormal en cerebro en esquizofrénicos 
(Wood y cols., 2009; Bames y cols., 2011; Chen y cols 2009; Glantz y cols, 2010) y en 
modelos animales de esquizofrenia (Anastasio y cols, 2009; Abekawa y cols, 2011). Puesto 
que el receptor de estrôgenos p es inductor de apoptosis en células neuronales (Nilsen y 
cols, 2000), sus mayores niveles en los animales tratados con LPS podrian estar 
relacionados con algùn defecto en apoptosis.
Las ratas tratadas con LPS prenatalmente tienen niveles alterados de P-AKT en 
corteza, y  de GSK3/P-GSK3 en cerebelo
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La senalizaciôn por Akt y GSK3, que como hemos visto puede depender del IGF-1 
y del estradiol, esta alterada en esquizofrenia (Emamian y cols., 2004). La GSK3, cuya 
actividad estâ regulada por Akt, es una proteina esencial para el desarrollo y para la 
neuroprotecciôn en animales adultos y acerca de la cual se han reportado anomalias en 
pacientes con esquizofrenia: muchas de las alteraciones genéticas présentes en esta 
enfermedad, estân en genes relacionados con su regulaciôn (revisado por Lovestone y 
cols., 2007). Asimismo fârmacos antipsicôticos como la clozapina o el haloperidol regulan 
su actividad aumentando su fosforilaciôn y por tanto inhibiéndola (Kang y cols., 2004; Li 
y cols., 2007; Emamiam y cols., 2004). Por estos motivos consideramos importante 
analizar la ruta Akt/GSK3 en nuestro modelo de LPS prenatal.
En corteza y en hipotâlamo, observamos una mayor fosforilaciôn de Akt, lo que 
sugeriria una mayor actividad de esta quinasa, en los animales tratados con LPS. Se ha 
demostrado, que DISC-1, que es uno de los principales genes relacionados con la 
esquizofrenia (Chubb y cols., 2007) régula directamente la actividad de Akt y que uno de 
los principales defectos asociados a una alteraciôn en DISC-1 es precisamente una 
sobreactivaciôn de Akt (Kim y cols., 2009), lo cual es congruente con nuestros datos en los 
animales tratados con LPS prenatalmente.
Pese a que la actividad de Akt estâ relacionada con efectos neuroprotectores 
(Garcia-Segura y cols., 2010) en nuestro caso podria sugerir mâs bien un defecto en la 
remodelaciôn sinâptica. Tras la pubertad, se sabe que hay una disminuciôn del numéro de 
sinapsis (Gogtay y cols., 2004). Asimismo se ha detectado que durante la adolescencia se 
incrementa la muerte celular en la corteza visual en ratas hembras (Nunez y cols., 2001) y 
entre los dias 35 y 90 de vida disminuye la cantidad de neuronas en la corteza prefrontal 
(Markham y cols., 2007). El periodo de tiempo mencionado en el ultimo caso coincide con 
la edad de nuestras ratas, 2 meses, por lo que esta mayor activaciôn de Akt podria sugerir 
un incipiente defecto en la remodelaciôn necesaria en el cerebro tras la pubertad en los 
animales tratados con LPS prenatal. En pacientes esquizofrénicos asimismo. Jones 
demostrô en 1995 que existe una disminuciôn en el numéro de neuronas en la sustancia 
blanca superficial de corteza del lôbulo temporal y frontal, mientras que hay un exceso de 
estas en la sustancia blanca mâs profunda, sugiriendo una alteraciôn en la migraciôn
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neuronal. Este defecto se ha relacionado con la formaciôn de conexiones anômalas que 
podrian contribuir a los sintomas negativos de la esquizofrenia (Jones, 1995). En 
consonancia con el estudio de Jones, en un estudio en un modelo de esquizofrenia en 
ratones knockout para la fosfolipasa C-pl, se demostrô que estos animales, tienen una 
mayor neurogénesis y una migraciôn anormal de neuronas granulares (Manning y cols., 
2010). En conclusiôn, parece que en la esquizofrenia y en varios modelos de esta 
enfermedad en roedores, se observan defectos tanto en neurogénesis como en apoptosis y 
en migraciôn celular, que contribuyen a que la formaciôn de circuitos sinâpticos resuite 
defectuosa. Quizâ las diferencias que encontramos en la fosforilaciôn de Akt en las ratas 
tratadas con LPS podrian estar relacionadas con estas alteraciones, aunque serfan 
necesarios mâs estudios para comprobarlo.
Respecto a GSK3, nuestros resultados indican una disminuciôn en los niveles 
totales de esta proteina en hipotâlamo y cerebelo, lo cual va acompanado, en el cerebelo, 
de unos menores niveles de GSK3 fosforilada, lo cual sugiere una mayor activaciôn. La 
GSK3, ademâs de estar regulada por la ruta de PI3K/Akt, también estâ regulada por la via 
de Wnt (Lovestone y cols., 2007), la cual juega un papel esencial en el desarrollo del 
sistema nervioso (Moon y cols., 1997). Como comentâbamos anteriormente, se han 
descrito alteraciones en la regulaciôn de GSK3 en esquizofrenia y otras enfermedades 
(Jope y cols., 2006). En el estudio de Li en 2007, se descubriô que en ratones tratados con 
risperidona se producia un aumento de la fosforilaciôn de GSK3 en cerebelo (Li y cols., 
2007). En otro estudio se observô que ratones transgénicos que tenian un defecto en la 
fosforilaciôn de Ser-9 en GSK3 (y por tanto, la proteina estaba activa constitutivamente) 
poseian varios defectos relacionados con la esquizofrenia, como déficits en tests de 
memoria y aprendizaje y defectos en la potenciaciôn a largo plazo (Dewachter y cols., 
2009). Nuestros datos, mostrando modificaciones en los niveles y en la fosforilaciôn de 
GSK3 en un modelo de esquizofrenia, estân de acuerdo con estos estudios previos.
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El LPS prenatal produce alteraciones en la via de la MAPK en cerebelo
También descubrimos niveles anormales de ERKl y ERKl fosforilada en el 
cerebelo de animales tratados prenatalmente con LPS. El hecho de que los animales 
tratados prenatalmente con LPS tuvieran una menor activaciôn de ERKl podria explicar la 
sobreproducciôn de proteina total, como mecanismo de compensaciôn. La via de la 
MAPK, a la cual pertenecen ERKl y 2, constituye otra via regulada por estradiol y es 
esencial para el desarrollo y la supervivencia neuronal (Lebesgue y cols., 2009). Esta via, 
régula de forma directa al factor de transcripciôn CREB, para el cual se ha descrito un 
papel en memoria y aprendizaje, basado en su capacidad de modular la expresiôn de una 
gran cantidad de genes implicados en plasticidad sinâptica (Carlezon y cols., 2005). Entre 
sus mecanismos de actuaciôn, CREB incrementa la transcripciôn de genes relacionados 
con morfogénesis (Zhao y cols., 2005) y las proteinas antiapoptôticas Bcl-2 (Nilsen y 
Brinton, 2003b) y Bcl-xl (Pike, 1999). El hecho de que en cerebelo encontremos una 
menor actividad de ERKl, podria implicar anomalias en la senalizaciôn en la via de la 
MAPK, que podrian estar relacionada con defectos conductuales, como el que 
analizaremos posteriormente en el experimento de reconocimiento de objetos. Por otro 
lado, examinando los resultados en ERKl y GSK3 séria coherente pensar que la 
disminuciôn en la activaciôn de ERKl, esté relacionada con la disminuciôn en la 
fosforilaciôn de GSK3, puesto que se ha descrito que ERK es capaz de fosforilar a GSK3p 
(Sutherland y cols., 1993; Saito y cols., 1994), de forma que una menor actividad en ERK 
podria causar una menor fosforilaciôn, y por ende una mayor activaciôn de GSK3.
En los ùltimos anos, han surgido evidencias del importante papel del cerebelo en la 
esquizofrenia, especialmente en sintomas cognitivos puesto que ademâs de su funciones 
puramente motoras, se sabe que el cerebelo estâ conectado a varias regiones de la corteza y 
que puede modular aspectos clave de la actividad cortical (revisado por Andreasen y 
Pierson, 2008). En pacientes esquizofrénicos existe una disminuciôn de proteinas 
sinâpticas en cerebelo (Thome y cols., 2007) y en un estudio se descubriô que la 
disminuciôn en el tamano del cerebelo de esquizofrénicos, respecto a personas sanas, se 
correlacionaba con la gravedad de sintomas (Wassink y cols., 1999). Al menos en un 
estudio de infecciôn prenatal en animales, se han encontrado también anormalidades en el 
cerebelo: ratones tratados prenatalmente con poli I:C o con el virus de la gripe presentan
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una menor cantidad de células de Purkinje en el cerebelo (Shi y cols., 2009). Quizâ 
nuestros resultados en GSK-3 y ERK 1/2 pudieran estar relacionados con el mecanismo por 
el que se producen estas diferencias en el cerebelo en la esquizofrenia
5. Efecto del LPS prenatal, el génère, la privaciôn de hormonas gonadales y el 
tratamiento con estradiol, progesterona, tamoxifeno o raloxifeno en el 
reconocimiento de objetos
Las ratas macho tratadas con LPS prenatal muestran un déficit en reconocimiento 
de objetos
El test de reconocimiento de objetos, ha sido utilizado ampliamente para evaluar 
deterioro cognitivo en modelos de esquizofrenia, debido a que al no requérir un 
entrenamiento especial y no realizarse en condiciones estresantes (como podria ser el 
Morris Water Maze) se asemeja mâs a las condiciones de los tests de deterioro cognitivo 
en seres humanos (Ennaceur y Delacour, 1988).
El tratamiento con antagonistas de los receptores glutamatérgicos NMDA como 
fecnciclidina (Hasimoto y cols, 2005; Vigano y cols, 2009), o MK-801 (De Lima y cols.,
2005) se consideran modelos de ciertos sintomas de la esquizofrenia puesto que inducen 
déficits en la inhibiciôn prepulso, y también producen deterioros en el test de 
reconocimiento de objetos. Otros modelos farmacolôgicos como el de tratamiento con 
metaanfetamina, que induce neurotoxicidad en terminales dopaminérgicas, o el tratamiento 
con 8-OH-DPAT, un agonista de los receptores 5HT1A, también producen déficits en 
inhibiciôn prepulso (Gogos y cols, 2004) y deterioros en el reconocimiento de objetos 
(Mizoguchi y cols, 2008; Pitsikas y cols, 2005). Ademâs de los modelos farmacolôgicos, 
existen modelos de neurodesarrollo defectuoso debido a estrés prenatal, o a procesos 
inflamatorios durante la gestaciôn. Un ejemplo es el modelo de estrés prenatal variable 
(Markham y cols, 2010), que induce una peor ejecuciôn en el test de reconocimiento de 
objetos junto a otros déficits asociados a la esquizofrenia. Nuestro modelo por inyecciôn 
prenatal de LPS constituiria un ejemplo de modelo de neurodesarrollo defectuoso por 
infecciôn prenatal.
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Nuestros resultados indican que las ratas macho inyectadas prenatalmente con LPS 
muestran un deterioro en el reconocimiento de objetos, ya que se puede observar un menor 
indice de discriminaciôn comparadas con las ratas control (ratas tratadas prenatalmente con 
salino). Las ratas macho tratadas con LPS también mostraron una menor locomociôn en la 
primera fase del test, pero esta menor locomociôn no tuvo influencias en el tiempo de 
exploraciôn de los objetos en ningùn caso. Por tanto, el deterioro en el reconocimiento de 
objetos no es achacable a una menor exploraciôn por parte de las ratas LPS, puesto que los 
tiempos de exploraciôn en ambas fases del test no difirieron de las ratas control. Este 
resultado es congruente con lo descrito en otros modelos de esquizofrenia, como los 
comentados anteriormente, donde animales tratados con determinadas sustancias o estrés 
prenatal muestran deterioros en este test.
Hasta donde llega nuestro conocimiento, no existen estudios donde se haya 
realizado el test de reconocimiento de objetos en el modelo de LPS prenatal. Sin embargo 
existe un estudio en el que se trataron prenatalmente ratones con poli (I:C), que constituye 
un anâlogo de infecciôn por virus. La progenie tratada con poli (I:C) mostrô un mayor 
reconocimiento de objetos que sus contrôles (Ito y cols, 2010), pero en otros estudios con 
modelos similares ocurriô lo contrario (Ozawa y cols, 2006; Ibi y cols, 2009); igual que en 
nuestro caso, ratas sometidas a inflamaciôn pre o neo natal mostraron deterioro en este tipo 
de memoria.
Las ratas hembras tratadas con LPS prenatal, a diferencia de los machos, no 
muestran ningùn defecto en el reconocimiento de objetos
La esquizofrenia es una enfermedad con un marcado dimorfismo sexual, motivo 
por el cual nos interesô realizar el test también en ratas hembra tratadas prenatalmente con 
LPS. A diferencia de las ratas macho, las hembras tratadas con LPS no mostraron ninguna 
diferencia con las hembras control en el indice de reconocimiento de objetos, ni en ningùn 
otro parâmetro del test. Debido a esta diferencia nos interesô realizar también la 
comparaciôn entre machos y hembras, con el resultado de que en animales tratados 
prenatalmente con salino, las ratas macho mostraron un mayor indice de reconocimiento 
que las hembras. Sin embargo, las ratas macho tratadas prenatalmente con LPS mostraron
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un deterioro significativo en indice de reconocimiento respecto a las ratas machos y 
hembras tratadas prenatalmente con salino.
En estudios con distintas cepas de ratas no tratadas, incluida la Wistar, se ha 
observado que los machos muestran un mayor reconocimiento que las hembras (Ceccarelli 
y cols, 2001; Ennaceur y cols, 2005), lo cual coincide con nuestros resultados. En cambio 
en las ratas tratadas prenatalmente con LPS, se observa un claro dimorfismo sexual, puesto 
que el tratamiento no tuvo ningùn efecto en las hembras mientras que en los machos si que 
produjo un deterioro. En este sentido, es interesante destacar que en la esquizofrenia las 
mujeres suelen presentar menos sintomas negativos y cognitivos que los hombres 
(Goldstein y cols 1988).
La privaciôn de hormonas gonadales por gonadectomia détériora el 
reconocimiento de objetos sôlo en ratas macho.
Las hormonas gonadales juegan un papel importante en la regulaciôn de los 
procesos cognitivos (Dere y cols, 2007), por lo que los resultados anteriores nos sugirieron 
la hipôtesis de que quizâs el estradiol y/o la progesterona podian estar ejerciendo un papel 
protector en las hembras tratadas prenatalmente con LPS, o bien que la testosterona podria 
tener un efecto negativo en este test en los machos. En este sentido, es interesante el 
estudio de Gogos en que demostrô que el estradiol protegia del deterioro en inhibiciôn 
prepulso producido por distintas drogas, mientras que la testosterona o no ejerciô ningùn 
efecto, 0  incluso empeorô el deterioro en inhibiciôn prepulso causado por el MK-801, que 
es antagonista de los receptores NMDA (Gogos y cols., 2011). La testosterona, el estradiol 
y las progestinas (Foy y cols., 2001 ; Harley y cols, 2000) afectan la plasticidad sinâptica en 
el hipocampo por sus efectos en la potenciaciôn a largo plazo (LTP), aunque hay estudios 
que sugieren que la testosterona podria disminuirla mientras que el estradiol la aumenta 
(Harley y cols, 2000). Para comprobar nuestras hipôtesis, repetimos el test de 
reconocimiento de objetos en ratas machos y hembras castradas e intactas, y con 
tratamiento con salino o LPS prenatal.
En las ratas macho, la castraciôn disminuyô la actividad locomotora y los tiempos 
de exploraciôn en ambas fases del test. También se observô que se mantuvo el efecto 
negativo del EPS prenatal en el reconocimiento de objetos y los machos salino 
orquidectomizados mostraron un deterioro en el reconocimiento de objetos respecta a
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machos salinos intactos, por lo que la privaciôn de testosterona mediante la castraciôn 
ejerciô mâs bien un efecto negativo sobre la ejecuciôn del test. Sin embargo, puesto que la 
castraciôn también disminuyô los tiempos de exploraciôn, no se puede descartar que la 
disminuciôn en el reconocimiento de objetos se deba a una peor memorizaciôn debido al 
menor tiempo empleado explorando. En las ratas hembra, igual que en los machos, la 
castraciôn disminuyô la actividad motora y los tiempos de exploraciôn, sin embargo esto 
no redundô en un menor reconocimiento de objetos, que se siguiô manteniendo en todos 
los casos en los niveles de las ratas control (tratadas prenatalmente con salino y sham). 
Respecto a la actividad motora era de esperar su disminuciôn debido a la castraciôn en 
machos y hembras, puesto que hace anos ya que se sabe que el estradiol y la testosterona 
aumentan esta actividad (Beatty, 1979)
A pesar de estudios como el de Harley (Harley y cols, 2000) que sugieren que la 
testosterona podria disminuir la plasticidad sinâptica, hay otros estudios que demuestran un 
papel facilitador de la testosterona en tareas cognitivas, puesto que ratas privadas de esta 
por castraciôn muestran un peor desempeno en tareas de aprendizaje y memoria y a su vez 
el tratamiento con testosterona facilita las mismas tareas cognitivas (Frye y Seliga, 2001; 
Frye y Lacey 2001; Kritzer y cols, 2001; Spritzer y cols, 2008). Respecto a las ratas 
hembra, hay una cierta controversia respecto al papel del estradiol: Suttclife demostrô que 
el momento del ciclo estral en ratas hooded Wistar no ténia influencia sobre el 
reconocimiento de objetos, cuando el tiempo entre la primera fase del test y la segunda fase 
lue de 1 hora (Sutcliffe y cols, 2007), pero en el estudio de Walf en 2006, si se encontrô un 
mejor desempeno en la misma tarea en ratas Long Evans, cuando estas estaban en estro 
(Walf y cols, 2006). Quizâ la diferencia entre ambos estudios se deba a que en el estudio 
de Walf, el tiempo de retraso entre la primera y segunda fase fue de 4 horas, mientras que 
en el de Sutclife fue sôlo una hora, ademâs de que en cada estudio se utilizaron distintas 
cepas que podrian tener también distinta sensibilidad al estradiol.
También ha sido demostrado que el tratamiento con estradiol mejora la ejecuciôn 
en reconocimiento de objetos en ratas y ratones (Fernandez y Frick, 2004; Gresack and 
Frick, 2004; Li y cols., 2004; Papalexi y cols, 2005). Sin embargo, a pesar de que el 
tratamiento con estradiol facilita las tareas cognitivas, eso no se traduce necesariamente en 
que la ovariectomia induzca un déficit en el test de reconocimiento de objetos como 
demuestra Vaucher en su trabajo con ratones C57/BL6 (Vaucher y cols, 2002). En otro
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estudio, a diferencia del nuestro, si se observô que la ovariectomia deterioraba el 
reconocimiento de objetos en ratas (Wallace y cols, 2006), pero esto fixe cuando se midiô 
el reconocimiento 4 horas después de la primera fase del test. En nuestro caso lo medimos 
1 hora después, por lo que podriamos considerar que a este tiempo, la privaciôn hormonal 
en hembras no afecta al reconocimiento de objetos.
No hemos encontrado, hasta la fecha, estudios de infecciôn prenatal que comparen 
ratas machos y hembras en tests cognitivos. Sin embargo, en otros modelos de 
esquizofrenia basados en un neurodesarrollo perinatal defectuoso inducido por estrés 
prenatal variable (Markham y cols, 2010) o por inhibiciôn de la sintesis de glutatiôn 
(Castagné y cols, 2004) si se ha observado que las ratas macho presentan un deterioro en el 
reconocimiento de objetos respecto a las control, mientras que en las hembras no hay 
ninguna diferencia. Respecto al ultimo estudio, es relevante el hecho de que precisamente 
uno de los efectos del EPS prenatal es la disminuciôn de glutatiôn en la placenta (Zhang y 
cols, 2007), con la consecuencia de un mayor estrés oxidativo para los embriones, que sido 
descrito como uno de los mecanismos que contribuyen a los efectos de la infecciôn 
prenatal (Boksa, 2010). Como sugiere el trabajo de Lanté, parece que los fetos femeninos 
estân protegidos del aumento del estrés oxidativo inducido por el LPS y no muestran 
ningun defecto conductual de adultas, mientras que en machos si hay efecto del estrés 
oxidativo que se correlaciona con un deterioro en un test de reconocimiento espacial 
(Lanté y cols, 2007)
Los resultados del experimento de reconocimiento de objetos en ratas castradas, 
también sugieren que la aparente protecciôn que disfrutan las hembras LPS frente a los 
machos, no se debe a un efecto beneficioso del estradiol y/o la progesterona circulantes, 
puesto que en ese caso la privaciôn hormonal por gonadectomia habria hecho emerger un 
deterioro en las hembras LPS. Siguiendo el mismo razonamiento, tampoco es probable que 
se deba a un efecto pemicioso de la testosterona, ya que por el contrario hemos observado 
que la falta de testosterona debida a la castraciôn détériora el indice de reconocimiento en 
las ratas control. Actualmente, pese a que se empiezan a conocer posibles mecanismos por 
los que la infecciôn prenatal induce defectos en el desarrollo del sistema nervioso, aùn no 
tenemos datos que aclaren porqué motivo durante el desarrollo embrionario y fetal, las 
hembras son menos susceptibles a los efectos del LPS prenatal.
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El tratamiento con estradiol, progesterona, y  los SERMs tamoxifeno y  raloxifeno 
revierten el déficit observado en reconocimiento de objetos en ratas machos tratadas 
prenatalmente con LPS
Puesto que el estradiol ha demostrado poseer propiedades pro cognitivas, como 
comentâbamos anteriormente, en el siguiente experimento nos planteamos estudiar si un 
tratamiento previo con estradiol podria revertir el efecto del LPS prenatal en 
reconocimiento de objetos. Asimismo, también testamos la progesterona ya que ha 
demostrado favorecer el reconocimiento de objetos en ratas hembra ovariectomizadas 
(Walf y cols, 2006). Anadimos por ultimo dos grupos mâs tratados con tamoxifeno y 
raloxifeno. Ambos SERMs han demostrado poseer propiedades neuroprotectoras (Arevalo 
y cols, 2011) y revertir los déficits inducidos por la orquidectomia en una tarea cognitiva 
dependiente de hipocampo (Lagunas y cols, 2011).
Todos los tratamientos revirtieron el déficit observado en actividad locomotora en 
ratas LPS. Como habiamos comentado, el estradiol posee propiedades activadoras en este 
sentido (Beatty, 1979), aunque dichos efectos no se han encontrado con la progesterona 
(Beatty 1979; Lightfoot, 2008). En nuestros resultados el grupo LPS tratado con 
progesterona no difiere en su actividad locomotora del control, sin embargo si se puede 
apreciar que en realidad sus niveles son prâcticamente los mismos que en los animales LPS 
no tratados con progesterona, mientras que en el resto de grupos tratados se encuentran 
bastante aumentados. Los SERMs tamoxifeno y raloxifeno aumentaron la actividad 
locomotora a unos niveles similares a los del control y a los del grupo tratado con estradiol, 
por lo que podemos asumir que sus efectos imitan al estradiol en este parâmetro.
El déficit en el indice de reconocimiento en ratas LPS se vio revertido por todos los 
tratamientos. Se ha demostrado que la progesterona, el estradiol, la testosterona y sus 
metabolitos facilitan la tarea de reconocimiento de objetos en roedores (Frye y Lacey, 
2001; Gresack y Frick, 2006; Walf y cols, 2006). Respecto a los mecanismos sabemos que 
tanto progesterona como estradiol juegan un papel en la sinaptogénesis y la plasticidad 
sinâptica en el hipocampo (Foy, 2001), que junto a la corteza entorrinal, ha sido implicada 
en el reconocimiento de objetos (Dere y cols, 2007).
Nuestros resultados estân en la misma linea que otro estudio, en el que ratas 
ovariectomizadas tratadas con progesterona mostraron un mejor reconocimiento de objetos
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(Waif y cols, 2006). La progesterona es un potente regulador de les receptores GABAa, 
mediante su conversion en allopregnenolona (Mellon y Griffln 2002; Paul y Purdy, 1992; 
Rupprecht, 2003) y se ha descrito que estos receptores son relevantes para un correcto 
desempeno en el test de reconocimiento de objetos, puesto que una disminuciôn en la 
neurotransmisiôn GABAérgica conduce a deterioros en este test (Ma y cols, 2001; Hu y 
cols, 2004).
Respecto al estradiol, se ha sugerido que el mecanismo por el que favorece la 
cogniciôn en modelos animales es a través del receptor de estrôgenos beta, ya que se ha 
observado que el tratamiento con ligandos selectivos de este receptor mejora el desempeno 
en tests cognitivos (Lagunas y cols, 2011; Liu y cols, 2008; Rhodes and Frye, 2006). 
Ademâs, el estradiol tiene un importante papel regulador de numerosos sistemas de 
neurotransmisiôn que son relevantes para el reconocimiento de objetos y que se encuentran 
alterados en la esquizofrenia, como por ejemplo el glutamato y la dopamina (Dere y cols, 
2006; Carlsson, 1997)
Al igual que el estradiol, sabemos que los SERMs tamoxifeno y raloxifeno, tienen 
propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias en el sistema nervioso (Arevalo y cols, 
2011; Ciriza y cols., 2004; Tapia-Gonzalez y cols., 2008; Barreto y cols; 2009). El 
raloxifeno ha mostrado mejorar la cogniciôn en un estudio en hombres mayores y sanos 
sometidos a un tratamiento crônico (Goekoop y cols, 2005) aunque en otro estudio en 
mujeres postmenopâusicas no se observô ningùn efecto (Nickelsen y cols, 1999). El 
tamoxifeno ha demostrado poseer actividad terapéutica en trastomos maniacos y del estado 
de ânimo (Pereira y cols., 2011). En animales, un estudio reciente de nuestro laboratorio 
demostrô un efecto beneficioso de ambos SERMs en una tarea dependiente de hipocampo 
en ratas macho orquidectomizadas (Lagunas y cols, 2011). Aunque no hay estudios 
respecto a los mecanismos implicados en el papel en cogniciôn de estos SERMs, si 
sabemos que en el cerebro de rata modulan, de una forma muy similar a como lo hace el 
estradiol, los receptores de glutamato AMP A y NMD A, que como comentâbamos 
previamente tienen un papel esencial en el reconocimiento de objetos. (Cyr y cols, 2001a; 
Cyr y cols., 2001b). Ademâs, en un estudio de infecciôn prenatal por EPS, se descubriô 
que en las ratas macho adultas, pero no en las hembras, habia un defecto en las corrientes 
inducidas por NMD A y la potenciaciôn a largo plazo en la regiôn CAl del hipocampo, que 
se correlacionada con peores ejecuciones en el laberinto acuâtico (Lante y cols., 2007).
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De todas formas, también es importante resaltar, que en nuestro experimento, tanto 
el tamoxifeno como el raloxifeno aumentaron significativamente el tiempo de exploraciôn 
en la primera fase del test, por lo que no podemos descartar que su papel no sea sôlo 
cognitivo, ya que la mejora que inducen en el reconocimiento de objetos también podria 
deberse simplemente a que facilitaron la memorizaciôn de los objetos al aumentar el 
tiempo de exploraciôn de estos.
6. Efecto del EPS prenatal, el génère, el estradiol y la privaciôn de hormonas 
gonadales ovâricas en la inhibiciôn prepulso
El EPS prenatal en ratas macho induce un détériora en la inhibiciôn prepulso a la 
intensidad de prepulso de 3 dB, el cual es corregido por el estradiol.
En los modelos de infecciôn prenatal, la principal alteraciôn descrita en el 
comportamiento de los roedores adultos, es en la inhibiciôn prepulso. Esta alteraciôn se 
produce tanto en modelos de inyecciôn prenatal de EPS, que imita los efectos de una 
infecciôn bacteriana (Borrell y cols., 2002; Romero y cols., 2007; Fortier y cols., 2007) 
como en modelos de inyecciôn prenatal de poli I:C, que mimetiza la respuesta inmune por 
infecciôn virica (Wolff y Bilkey, 2008). La inhibiciôn prepulso es una prueba clave para 
cualquier modelo de esquizofrenia, ya que représenta la capacidad de filtrado sensorial, 
que en pacientes con esquizofrenia esta alterada (Braff y cols., 1978; Kumari y cols. 1999). 
Ademâs se ha demostrado que se pueden revertir deterioros en esta prueba mediante el 
tratamiento con antipsicôticos, tanto en humanos, como en modelos animales (Kumari y 
cols. 1999; Romero y cols., 2007).
En el modelo que hemos utilizado de EPS prenatal (Romero y cols., 2007) se ha 
descrito un dimorflsmo sexual en la inhibiciôn prepulso: cuando las ratas tratadas 
prenatalmente con EPS tienen dos meses de edad se observa un deterioro en la inhibiciôn 
prepulso en los machos pero no en las hembras. El estradiol ha demostrado disminuir los 
sintomas de la esquizofrenia en hombres y mujeres sometidos a tratamiento con 
antipsicôticos (Kulkami y cols., 2002; 2011) por lo que considérâmes interesante 
comprobar en nuestro modelo si el tratamiento con estradiol podia disminuir los defectos 
en la inhibiciôn prepulso en ratas macho tratadas prenatalmente con EPS y si la privaciôn 
de hormonas gonadales por ovariectomia, podria inducir algùn defecto en las ratas hembras 
tratadas prenatalmente con EPS que pudiera ser revertido por el estradiol.
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Sorprendentemente, en nuestras manos, los machos LPS no mostraron 
aparentemente defectos globales en la inhibiciôn prepulso en contra de lo que 
esperâbamos. Sôlo mostraron una disminuciôn significativa en la inhibiciôn prepulso para 
el prepulso de menor intensidad (3 decibelios) y esta diferencia con las ratas control 
desapareciô en los machos LPS tratados con estradiol. Se ha descrito que el estradiol tiene 
un efecto facilitador de la inhibiciôn prepulso en ratas (Van den Buuse y Eikelis, 2001; 
Gogos y Van den Buuse, 2004) y en humanos (Gogos y cols., 2005) lo que podria explicar 
este efecto. La razôn por la cual nuestras ratas no se comportaron de la misma forma que 
en otros estudios podria deberse a diferencias metodôlogicas. En primer lugar, hay que 
considerar la variabilidad individual en la susceptibilidad de las ratas prenadas a los efectos 
del EPS, puesto que en un estudio de infecciôn prenatal donde los resultados en la progenie 
eran variables, se procediô a seleccionar sôlo las ratas prenadas que mostraban fiebre en 
respuesta al EPS y entonces empezaron a observarse resultados consistentes en la progenie. 
(Eowe y cols., 2008). También es posible que la pauta diaria de tratamiento con EPS no 
filera plenamente eficaz, puesto que se ha descrito que los tratamientos repetidos con 
endotoxina inducen el desarrollo de tolerancia (West y Heagy, 2002). No obstante, hay que 
destacar que en otro estudio de infecciôn prenatal por EPS con una pauta de tratamiento 
distinta a la nuestra (Portier y cols., 2004) tampoco se encontraron diferencias en la 
inhibiciôn prepulso.
El LPS prenatal, la ovariectomia y  el tratamiento con estradiol no tienen ningûn 
efecto en las ratas hembra.
En las ratas hembras tratadas prenatalmente con EPS no se observô ningùn cambio 
en la inhibiciôn prepulso respecto a las tratadas prenatalmente con salino. Este resultado si 
es consistente con lo que se ha descrito anteriormente para los dos meses de edad (Borrell 
y cols., 2002), en que las hembras EPS no muestran ningùn defecto en inhibiciôn prepulso. 
Asimismo, los defectos en inhibiciôn prepulso en pacientes humanos, que se han 
relacionado con los sintomas cognitivos de la esquizofrenia (Castagné y cols., 2009), 
suelen ser mas frecuentes y graves en hombres que en mujeres (Goldstein y Link, 1988). 
La ovariectomia tampoco indujo ningùn efecto en la inhibiciôn prepulso ni en ratas 
contrôles (tratadas prenatalmente con salino) ni en ratas tratadas prenatalmente con EPS. 
En otros estudios se ha demostrado que la ovariectomia no afecta a la inhibiciôn prepulso 
en ratas adultas ni 1 semana antes, ni 3 meses antes de la realizaciôn del experimento (Van
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den Buuse y Eikelis, 2001; Vaillancourt y cols., 2002), por lo que nuestros resultados en 
ratas tratadas prenatalmente con salino son congruentes con los mencionados. Ademâs, en 
nuestro caso la ovariectomia se realizô con 1 mes de edad, siendo por tanto prepuberal, por 
lo que podemos concluir que la influencia del estradiol en la configuraciôn de los circuitos 
necesarios para el procesamiento sensorial en ratas hembra, se produce en algùn momento 
anterior a la pubertad. Respecto a las hembras LPS, observâmes que de nuevo no difieren 
de las hembras salino, manteniéndose asi el dimorfismo sexual descrito por Borrell 
(Borrell y cols., 2002).
El tratamiento con estradiol no tuvo tampoco ningùn efecto, como sucede en el 
trabajo de Vaillancourt (Vaillancourt y cols., 2002) y a diferencia del estudio de Van den 
Buuse (Van den Buuse y Eikelis, 2001) en que si se observa un efecto de tratamiento 
agudo con estradiol a dosis que iban de 10 a 250pg/kg. Las discrepancias entre este estudio 
y el nuestro pueden deberse a diferencias en el protocole de inhibiciôn prepulso utilizado, 
puesto que determinados efectos pueden hacerse évidentes a unas intensidades de prepulso 
y no a otras, como sucede en el caso de Van der Buuse, que con un tratamiento con 
estradiol 30 minutes antes del test, sôlo observa un efecto del estradiol a las intensidades 
mâs altas. Por tanto, parece que el tratamiento agudo con estradiol sôlo afecta a la 
inhibiciôn prepulso en determinadas condiciones, caso que no es el nuestro.
7. Efecto del LPS prenatal, el génère, el estradiol y la privaciôn de hormonas 
gonadales ovâricas sobre respuesta a anfetamina y actividad dopaminérgica
Las ratas macho tratadas prenatalmente con LPS muestran una respuesta 
dopaminérgica disminuida, acompahada de un menor marcaje de TH en estriado y  el 
estradiol la récupéra a niveles normales.
Existen numerosas evidencias de que una de las principales caracteristicas de la 
esquizofrenia es una regulaciôn alterada de la actividad dopaminérgica, y a su vez esta 
alteraciôn estâ directamente correlacionada con la expresiôn de sintomas positivos (Fortier 
y cols., 2004; Yui y cols., 1999; Lamelle y cols., 1996, 1999; Breier y cols, 1997; Abi- 
Dargham y cols., 1998; Lamelle and Abi-Dargham, 1999). La anfetamina incide 
directamente en la liberaciôn de dopamina en estriado y nùcleo accumbens (Castall y 
cols., 1977; Porrino y cols., 1984) y se ha demostrado que su administraciôn empeora los 
sintomas en sujetos esquizofrénicos y su utilizaciôn crônica induce un estado similar al de
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la esquizofrenia en sujetos sanos (revisado por Yui y cols., 1999). Por ello la 
hiperlocomociôn inducida por anfetamina se utiliza habitualmente como medida de 
respuesta dopaminérgica en modelos de esquizofrenia en animales (Castall y cols., 1977; 
Porrino y cols., 1984).
En la mayoria de los estudios de respuesta de hiperlocomociôn a agentes 
liberadores de dopamina en modelos de inflamaciôn prenatal se reporta un aumento en la 
hiperlocomociôn en respuesta a anfetamina (Portier y cols., 2004; Ozawa y cols., 2006; 
Meyer y cols., 2008). Estos estudios estân realizados en animales macho. Hasta donde 
sabemos no existen trabajos en hembras ni que comparen ambos sexos. El aumento en 
respuesta dopaminérgica en estos modelos se correlaciona con un aumento en el numéro de 
neuronas dopaminérgicas mesencefâlicas (Meyer y Feldon, 2009) y también mayores 
niveles de dopamina y sus metabolitos (Winter y cols., 2009).
Nuestros resultados, sin embargo, son totalmente opuestos a lo descrito. Las ratas 
macho tratadas prenatalmente con LPS presentan una menor respuesta de hiperlocomociôn 
inducida por anfetamina que los machos tratados prenatalmente con salino. Una posible 
explicaciôn se puede deducir a partir de estudios que también han relacionado la infecciôn 
prenatal con un mayor riesgo de Parkinson (Ling y cols., 2002). Esta enfermedad se 
caracteriza por una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales que 
conlleva la apariciôn de sintomas motores (Bourque y cols., 2009), con lo cual séria lôgico 
pensar que una menor cantidad de neuronas dopaminérgicas en areas relevantes para este 
experimento, como el estriado, condujera a una menor respuesta. El grupo de Ling ha 
descrito precisamente que el tratamiento prenatal con LPS lleva a una disminuciôn en 
neuronas dopaminérgicas (Ling y cols., 2002: Ling y cols., 2004; Ling y cols., 2009) en 
contraposiciôn a los trabajos mencionados anteriormente (Meyer y cols., 2009) en que se 
describe un aumento en neuronas dopaminérgicas. En nuestro caso, nuestros resultados 
serian congruentes con los de Ling, ya que en la medida de TH observâmes una 
disminuciôn en estriado en las ratas macho tratadas con LPS, lo cual podria representar un 
menor numéro de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra que estuviera induciendo 
esa menor respuesta a anfetamina. En el caso del nùcleo accumbens no se observan 
diferencias en TH, por lo que parece que la anomalia en la respuesta a anfetamina en 
nuestro modelo depende principalmente de la dopamina en estriado.
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En los trabajos de Ling se describe una disminuciôn en neuronas dopaminérgicas, 
pero acompanado de un aumento de actividad dopaminérgica medida a través de sus 
metabolitos (Carvey y cols., 2003). Por lo tanto podriamos concluir que hay evidencias 
claras de que la infecciôn prenatal produce alteraciones en las vias dopaminérgicas, pero 
estas alteraciones pueden ser en un sentido u otro, quizâs dependiendo del tipo de 
tratamiento prenatal (dosis, tiempo, tipo de agente utilizado, etc) produciendo bien 
modelos de esquizofrenia, o modelos de Parkinson. En nuestro caso, parece que las ratas 
tratadas prenatalmente con LPS durante toda la gestaciôn presentan caracteristicas de 
ambos tipos, dados los resultados en reconocimiento de objetos, inhibiciôn prepulso e 
hiperlocomociôn inducida por anfetamina.
El tratamiento con estradiol, en nuestros experimentos, récupéra una respuesta 
normal a anfetamina en machos LPS, pero no produce ningùn efecto en nùcleo accumbens 
ni en estriado en los niveles de TH. En los machos tratados prenatalmente con LPS los 
niveles de TH siguen por debajo de lo normal, mientras que en accumbens no cambian. Por 
tanto el mecanismo por el cual el estradiol esta recuperando la respuesta dopaminérgica 
debe ser otro. El estradiol modula la expresiôn de receptores D2 en estriado y el 
transportador de membrana de dopamina (DAT) por lo que este séria un posible 
mecanismo (revisado por Morrissette y cols, 2008b).
El LPS prenatal no induce ningûn defecto en la respuesta dopaminérgica en 
hembras, pero la ovariectomia si lo hace independientemente del tratamiento prenatal. El 
tratamiento con estradiol revierte parcialmente el efecto de la ovariectomia sôlo en ratas 
control.
En las ratas hembra no observamos ningùn efecto del EPS prenatal en la respuesta 
de hiperlocomociôn a anfetamina, es decir no se observa aparentemente ningùn defecto en 
la respuesta dopaminérgica, lo que podemos interpretar como un ejemplo mâs de la menor 
susceptibilidad de las hembras a la inflamaciôn prenatal. Asimismo, congruentemente con 
este resultado, tampoco se observa ninguna diferencia en los niveles de TH en estriado ni 
en el nùcleo accumbens. Este efecto sexualmente dimôrfîco es congruente, puesto que se 
han descrito numerosas diferencias en la regulaciôn dopaminérgica entre machos y 
hembras. El estradiol modula la trasmisiôn dopaminérgica en varias de sus etapas y se han
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descubierto efectos tanto pro-dopaminérgicos como anti-dopaminérgicos (Di Paolo, 1994), 
ademâs se han reportado variaciones debidas al ciclo estral (Di Paolo, 1994; Becker, 1999).
En humanos, tanto en esquizofrenia como en Parkinson, se han detectado 
diferencias sexuales en el sentido de una mayor incidencia de ambas enfermedades, y una 
mayor gravedad en los sintomas en hombres, que en mujeres (Salem y Kring, 1998; 
Diamond y cols., 1990). Estas diferencias podrian deberse en parte a las diferencias de 
género existentes en la funciôn dopaminérgica en el estriado y el accumbens. Por ejemplo, 
en las hembras se observa una mayor cantidad de receptores D2 en el estriado (Becker, 
1999), lo que podria explicar la mayor liberaciôn de dopamina en este sexo (Castner y 
cols., 1993). Esto es congruente con lo que observamos en nuestro estudio, ya que las 
hembras control (tratadas prenatalmente con salino) muestran mayor respuesta a 
anfetamina que los machos control. Ademâs, las ratas hembra tratadas prenatalmente con 
LPS parecen estar protegidas del efecto de LPS prenatal sobre la respuesta dopaminérgica 
y los niveles de TH en estriado. Por otra parte, en primates se ha descrito que las hembras 
intactas tienen mâs densidad de células dopaminérgicas que los machos y que las hembras 
ovariectomizadas (Leranth y cols., 2000) y en roedores se ha observado que las hembras 
son menos susceptibles a lesiones nigroestratales por MPTP o anfetamina, que los machos 
(Wagner y cols., 1993; Miller y cols., 1998).
En hembras, la ovariectomia induce una disminuciôn de la respuesta a anfetamina, 
y por tanto de la respuesta dopaminérgica en todos los grupos, independientemente de su 
condiciôn prenatal. Este resultado estâ en consonancia con lo descrito; la ovariectomia 
induce una disminuciôn en la liberaciôn de dopamina que el estradiol corrige (Becker, 
1990; Di Paolo y cols., 1985). Ademâs del estradiol, la progesterona también estâ 
implicada en la respuesta dopaminérgica ya que se ha observado que aumenta los niveles 
de dopamina y sus metabolitos en estriado (Petitclerc y cols., 1995). Este efecto se ha 
observado con dosis fîsiolôgicas de progesterona en primates y roedores (Di Paolo y cols., 
1986).
En nuestro experimento, el estradiol corrige parcialmente la respuesta a anfetamina 
en ratas tratadas prenatalmente con salino, ya que aumenta su respuesta a anfetamina, pero 
en ningùn caso restablece los niveles a los de las hembras sham. Tanto en hembras 
ovariectomizadas tratadas prenatalmente con salino, como en hembras ovariectomizadas
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tratadas prenatalmente con LPS, el estradiol aumenta los niveles de TH en el nùcleo 
accumbens, por lo que el ligero aumento en respuesta a anfetamina que presentan las 
hembras salino ovx debe deberse a otro efecto del estradiol, como podria ser el aumento en 
el transportador de dopamina o DAT (Bosse y cols., 1997) o de la expresiôn de receptores 
de dopamina en estriado (Bosse y Di Paolo, 1995; Levesque y Di Paolo, 1993). En la 
literatura se describe que el tratamiento con estradiol sôlo revierte los efectos de la 
ovariectomia, cuando esta no es de larga duraciôn (Levesque y cols, 1989; Bosse y Di 
Paolo, 1996). Puesto que en nuestro estudio la ovariectomia es prepuberal esto nos puede 
estar indicando que también hay una falta de respuesta en este caso, y las hormonas 
gonadales ovâricas son imprescindibles durante la pubertad para un correcto 
funcionamiento posterior de la neurotrasmisiôn dopaminérgica.
Como deciamos previamente, en nuestro estudio no observamos ningùn efecto del 
estradiol sobre la hiperlocomociôn inducida por anfetamina en las ratas ovariectomizadas 
que fueron tratadas prenatalmente con LPS. Por el contrario, el estradiol aumentô 
ligeramente la respuesta a anfetamina en las ratas ovariectomizadas que fueron tratadas 
prenatalmente con salino. Por ello, lo mâs relevante que observamos en las hembras 
tratadas prenatalmente con LPS, es que pese a que son aparentemente normales, en el 
momento en que se las priva de hormonas gonadales se vuelven mâs insensibles al 
tratamiento con estradiol. Esto tiene sentido, puesto que en esquizofrenia y Parkinson en 
humanos, pese a que como ya se ha comentado los hombres son mâs susceptibles, se 
produce un aumento considerable en la incidencia de estas enfermedades en mujeres en 
situaciones donde hay un descenso considerable en los niveles de progesterona y estradiol, 
como la menopausia natural o la histerectomia (Hâfner, 2003; Benedetti y cols., 2001).
Las ratas macho tratadas con LPS prenatal muestran una expresiôn alterada de 
TH en respuesta a estradiol en la corteza prefrontal
La teoria dopaminérgica de la esquizofrenia relaciona esta enfermedad con 
alteraciones en la actividad dopaminérgica en corteza prefrontal, ademâs de en estriado y 
accumbens (Durstewitz y Seamans, 2008). Se cree que una menor actividad dopaminérgica 
en el sistema mesocortical, estâ implicada en los sintomas negativos y cognitivos de la 
esquizofrenia (Weinberger, 1987). A su vez estâ hipoactividad estaria correlacionada con 
una sobreactivaciôn dopaminérgica en âreas mesolimbicas, principalmente en el nùcleo
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accumbens y el estriado (Deutch, 1992). Efectivamente, en un modelo de lesiôn de la via 
mesocortical en rodedores, se descubriô que estaba potenciada la respuesta sinâptica en la 
via mesolimbica, especialmente en el nùcleo accumbens (Pycock y cols, 1980). Por este 
motivo, considérâmes interesante analizar la expresiôn de TH también en corteza 
prefrontal, como indice de la actividad dopaminérgica, para determinar si estaba afectado 
por el LPS prenatal, el tratamiento con estradiol o la privaciôn de hormonas gonadales por 
ovariectomia.
En las ratas macho tratadas prenatalmente con LPS no observamos ninguna 
diferencia en los niveles de TH con respecto a las ratas tratadas prenatalmente con salino. 
Sin embargo, el tratamiento con estradiol indujo una disminuciôn en los niveles de TH sôlo 
en los machos tratados prenatalmente con LPS sin afectar a los contrôles tratados 
prenatalmente con salino. En un modelo de esquizofrenia en ratones genéticamente 
modificados, se descubriô que estos tenian menor marcaje para TH en fibras de la corteza 
prefrontal que los ratones silvestres (Sekiguchia, 2011), lo que llevaria a pensar que una 
disminuciôn en los niveles de TH es negativa. Esto no séria congruente con nuestro 
resultado de que el estradiol induce una disminuciôn de los niveles de TH y nuestra 
hipôtesis de que el estradiol puede tener efectos protectores en la esquizofrenia. Sin 
embargo, si interpretamos estos resultados teniendo en cuenta que en la prueba de 
hiperlocomociôn inducida por anfetamina, el fenotipo de las ratas LPS es mâs similar al 
Parkinson que a la esquizofrenia, este resultado tiene mâs sentido. El estradiol no aumenta 
los niveles de TH en estriado ni en el nùcleo accumbens de machos LPS, pero sin embargo 
si que aumenta la hiperlocomociôn inducida por anfetamina, lo que signifîca que el 
estradiol estâ aumentando la respuesta dopaminérgica en estas âreas, aunque por un 
mecanismo independiente de los niveles de TH. Como comentâbamos, la regulaciôn 
dopaminérgica de la corteza prefrontal por un lado, y del estriado y el accumbens por otro, 
estâ interconectada, de forma que una disminuciôn de la actividad dopaminérgica en la 
corteza prefrontal résulta en un aumento de dicha actividad en el estriado y el accumbens 
(Durstewitz y Seamans, 2008). Por lo tanto, la disminuciôn en los niveles de TH en la 
corteza de los machos LPS podria ser un posible mecanismo indirecto por el cual el 
estradiol estaria aumentando la respuesta a la anfetamina. Por otro lado, se ha demostrado 
que la privaciôn de testosterona por gonadectomia incrementa los niveles de TH en la 
corteza prefrontal y se ha sugerido que este efecto podria estar mediado por la conversiôn
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de testosterona a estradiol (Adler y cols., 1999), por lo que tendria sentido pensar que si la 
falta de estradiol incrementa los niveles de TH, el tratamiento agudo con estradiol lo 
disminuya. El estradiol podria disminuir los niveles de TH en los machos LPS a través del 
receptor de estrôgenos p, que régula mecanismos de apoptosis (Nilsen y cols, 2000), puesto 
que en anteriores experimentos de esta tesis (ver capitulo de Resultados, apartado 2.1) 
descubrimos que los machos tratados prenatalmente con LPS tenian una mayor expresiôn 
del receptor de estrôgeno p que los contrôles en corteza prefrontal, lo cual también podria 
explicar la falta de respuesta de los contrôles al estradiol en la expresiôn de TH.
El LPS prenatal y  la ovariectomia no afectan a la expresiôn de TH en corteza 
prefrontal en ratas hembra, sin embargo el estradiol induce un aumento de TH en ratas 
hembra control
En las hembras, el tratamiento prenatal con LPS no tuvo ningùn efecto sobre los 
niveles de TH en la corteza prefrontal. Tampoco lo tuvo la ovariectomia. Sin embargo, el 
tratamiento con estradiol indujo una elevaciôn en los niveles de TH, pero sôlo en las 
hembras ovariectomizadas tratadas con salino, es decir, las hembras LPS resultaron 
totalmente insensibles al tratamiento con estradiol en este paramétré. En un estudio se 
observô que el estradiol produce un descenso en los niveles de dopamina en la corteza 
prefrontal de ratas ovariectomizadas (DuPont, 1981). Sin embargo, en dicho estudio, el 
tratamiento con estradiol fue crônico, a diferencia del nuestro que es agudo, y la 
ovariectomia fue realizada en ratas adultas, mientras que en nuestro caso es prepuberal. 
Ademâs en el estudio de Du Pont se midiô directamente dopamina, mientras que nosotros 
medimos TH, asi que séria posible que la ovariectomia indujera un descenso en dopamina 
por otro mecanismo distinto al de la regulaciôn de TH.
Si comparâmes estos resultados con los obtenidos en machos, vemos un efecto 
opuesto del tratamiento con estradiol: mientras en los machos el estradiol induce una 
disminuciôn en TH, en las hembras induce un aumento sustancioso. Esto puede ser 
achacable al dimorfismo sexual existente en la neurotrasmisiôn dopaminérgica en la 
corteza prefrontal, ya que se ha descrito que las hembras poseen mayores niveles de 
dopamina, mientras que los machos presentan mayores niveles de sus metabolitos 
(Duchesne y cols., 2009). Un posible mecanismo para los efectos opuestos del estradiol en
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machos y hembras, podria ser a través de su acciôn en los receptores de estrôgeno, ya que 
Kritzer y su equipo descubrieron que en machos existe una mayor proporciôn de receptor 
de estrôgenos p en las proyecciones mesocorticales, mientras que en hembras hay mâs 
proporciôn de receptor de estrôgenos a (Kritzer y cols., 2008).
Respecto a las hembras ovariectomizadas y tratadas prenatalmente con LPS, vemos 
que presentan una falta absoluta de respuesta al estradiol, comparadas con las hembras 
ovariectomizadas y tratadas prenatalmente con salino. Hasta donde llega nuestro 
conocimiento no existe ningùn estudio similar con el que podamos comparar nuestros 
resultados. Este dato puede sugerir una falta de adaptaciôn a la privaciôn de hormonas 
gonadales en las hembras LPS. En este sentido séria interesante realizar el mismo estudio 
en ratas gonadalmente intactas, ya que no es posible determinar si la falta de respuesta de 
las hembras LPS se debe a una mayor sensibilidad a la ovariectomia o a una falta de 
respuesta al estradiol en la regulaciôn de TH, independientemente de la ovariectomia.
8. Efecto del LPS prenatal, el género, el estradiol y la privaciôn de hormonas 
gonadales ovâricas sobre marcadores de inflamaciôn
Las ratas macho tratadas con LPS prenatal presentan mayores niveles plasmàticos 
de TNFa que los contrôles y  este aumento es revertido por el estradiol
El TNFa es una de las principales citoquinas proinflamatorias que se generan en 
respuesta a LPS. En infecciôn prenatal se ha demostrado que se genera junto a IL-1 e IL-6 
en grandes cantidades en el suero de la madré (Fortier y cols., 2004; Gayle y cols., 2004) y 
también se ha detectado su expresiôn en el cerebro fetal y en la placenta (Gayle y cols., 
2004; Cai y cols., 2000; Paintlia y cols., 2004; Liverman y cols., 2006; Urakubo y cols., 
2001). Las citoquinas tienen efectos en la supervivencia neuronal, diferenciaciôn, 
apoptosis, expresiôn de neurotransmisores y excitotoxicidad en el cerebro en desarrollo 
(revisado por Boksa, 2010), por lo que es de esperar que su mayor expresiôn debido a la 
infecciôn prenatal contribuyan a alteraciones en el neurodesarrollo.
En nuestros experimentos, descubrimos que las ratas macho tratadas prenatalmente 
con LPS tienen mayores niveles plasmàticos de TNFa que los machos tratados 
prenatalmente con salino. Los niveles plasmàticos de TNFa en los machos tratados 
prenatalmente con LPS disminuyeron hasta igualarse con el de los contrôles cuando fueron
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tratados con estradiol. Este resultado esta en consonancia con trabajos en un modelo 
prâcticamente idéntico de infecciôn prenatal, en que se observa que las ratas macho 
tratadas prenatalmente con LPS presentan un aumento de TNFa basai en suero (Romero y 
cols., 2007; Romero y cols., 2010). En nuestro caso ademâs, demostramos que un 
tratamiento agudo con estradiol puede revertir este aumento. En este sentido es interesante 
senalar que en el estudio de Romero (Romero y cols., 2007) descubrieron que elevaciones 
en los niveles plasmàticos de TNFa estân directamente relacionadas con defectos en la 
inhibiciôn prepulso, mientras que la normalizaciôn de la inhibiciôn prepulso mediante la 
administraciôn de un antipsicôtico va acompanada de una normalizaciôn en los niveles de 
TNFa. En nuestro caso, el tratamiento con estradiol se comporta en cierta medida como un 
antipsicôtico, ya que la inhibiciôn en el prepulso de 3 dB en los machos tratados 
prenatalmente con LPS es revertida por el estradiol, que también revierte la elevaciôn en 
los niveles plasmàticos de TNFa.
Otra cuestiôn a resaltar, es que se ha propuesto un efecto protector del estradiol en 
la enfermedad de Parkinson y al TNFa como uno de los agentes que causan efectos 
pemiciosos en neuronas dopaminérgicas nigroestriatales en modelos de Parkinson 
(Czlonkowska y cols., 2005). Esto estaria en plena consonancia con la disminuciôn de la 
respuesta dopaminérgica, asociada a altos niveles de TNFa, que hemos detectado en las 
ratas macho tratadas prenatalmente con LPS y con el hecho de que ambos parâmetros se 
normalizan por el tratamiento con estradiol.
En consonancia con nuestros resultados, estudios previos in vitro han mostrado que 
el estradiol disminuye la expresiôn de TNFa en células de microglia (Bruce-Keller y cols., 
2001; Vegeto y cols., 2001). Asimismo, en modelos de inflamaciôn in vivo se ha 
demostrado que el estradiol reduce la activaciôn glial, responsable de un aumento de 
citoquinas proinflamatorias en cerebro (Tapia-Gonzâlez y cols., 2008; Barreto y cols.,
2009). Las alteraciones en citoquinas proinflamatorias descritas en nuestro estudio y en 
otros (Borrel y cols., 2002; Romero y cols., 2007; Romero y cols., 2010) son similares a las 
que se han detectado en pacientes esquizofrénicos, en los que se observa una mayor 
activaciôn inmune basai que en personas sanas (Meyer y cols., 2011).
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El LPS prenatal no induce alteraciones en TNFa basai en hembras y  tampoco se 
observa ningûn efecto de la ovariectomia ni del estradiol
En contraste con los hallazgos en las ratas macho, en las hembras no encontramos 
ningùn cambio en los niveles plasmàticos de TNFa. Esto esta de acuerdo con los resultados 
de Borrell (Borrell y cols., 2002) que encontrô menores alteraciones en otras citoquinas 
inflamatorias en hembras LPS que en machos LPS, sin embargo hasta donde sabemos esta 
es la primera vez que se mide TNFa en hembras tratadas prenatalmente con LPS. En mâs 
casos se han descrito diferencias entre machos y hembras en la expresiôn de citoquinas 
proinflamatorias (Pozzi y cols., 2006; Czlonkowska y cols., 2005), lo que podria explicar 
que los machos LPS presenten alteraciones en TNFa y las hembras no.
El estradiol induce un aumento en los niveles plasmàticos de IL-lra en ratas 
macho tratadas con LPS prenatal, sin afectar estos niveles en las ratas macho tratadas 
con salino
La citoquina proinflamatoria IL-ip es uno de los mediadores de la respuesta al LPS 
(Li y cols., 2001). Su efecto es atenuado por el antagonista del receptor IL-1(3 (IL-lra) 
mediante la uniôn y consiguiente bloqueo del receptor (Conti y cols., 2004). En pacientes 
esquizofrénicos se han descrito numerosas alteraciones en los niveles de citoquinas 
inflamatorias en suero (Fan y cols., 2007; Drexhage y cols., 2010), pero también existen 
alteraciones en niveles de citoquinas anti inflamatorias, entre ellas el IL-lra (Macs y cols., 
1996; Akiyama, 1999; Kim y cols., 2000). Ademâs, la administraciôn de IL-lra a ratas 
prenadas y expuestas a LPS previene la activaciôn microglial y los déficits motores 
observados en su descendencia como consecuencia de la exposiciôn prenatal al LPS 
(Girard y cols., 2010). Por estos motivos consideramos interesante determinar los niveles 
de IL-1(3 y de IL-lra en nuestras ratas. La cuantificaciôn de IL-1(3 fue imposible de 
realizar ya que los niveles estaban por debajo del limite de detecciôn del ELISA, pero si 
que pudimos determinar los niveles de IL-lra, los cuales no se habian estudiado 
anteriormente en modelos de infecciôn prenatal.
Las ratas macho tratadas prenatalmente con LPS mostraron niveles idénticos de IL- 
lra respecto a las ratas tratadas prenatalmente con salino, sin embargo el estradiol indujo 
en las ratas tratadas con LPS una elevaciôn de IL-lra que no indujo en las ratas tratadas
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con salino. En este sentido, los resultados estân en la linea de los obtenidos para el TNFa, 
en los que el estradiol sôlo ejerce un efecto en los animales LPS y no en los animales 
control. También résulta similar el efecto del estradiol al de los antipsicôticos, en el sentido 
de que una de sus acciones es la elevaciôn de niveles de citoquinas antiinflamatorias 
(Akiyama, 1999; Macs y cols., 1996, 1997; Müller y cols., 1997; Song y cols., 2000; 
Sugino y cols., 2009).
El LPS prenatal induce un aumento en los niveles plasmàticos de IL-lra en ratas 
hembra
Por otra parte, las ratas hembra tratadas prenatalmente con LPS mostraron mayores 
niveles de IL-lra que las hembras tratadas prenatalmente con salino. La ovariectomia 
indujo un aumento en IL-lra tanto en las hembras tratadas con LPS como en las hembras 
tratadas con salino y el estradiol disminuyô los niveles de IL-lra sôlo en las hembras 
tratadas con LPS, sin afectar a las tratadas prenatalmente con salino. Estudios previos han 
demostrado que existen importantes diferencias sexuales en la expresiôn de IL-lra, tanto 
en humanos como en ratas; las hembras expresan mayores niveles de IL-lra, tanto basales 
como en respuesta al LPS. Ademâs las ratas y las mujeres en estado de gestaciôn tienen 
mayores niveles de IL-lra que las ratas o las mujeres no gestantes (Ashdown y cols., 2007; 
Pillay y cols., 1993; Cannon y cols., 1998). El que las hembras tengan mayores de IL-lra 
se ha correlacionado con una menor inducciôn de IL-1(3 y COX-2 en el hipotâlamo como 
consecuencia de la exposiciôn al LPS (Ashdown y cols., 2007). Por lo tanto, la elevaciôn 
en los niveles de IL-lra en las hembras tratadas prenatalmente con LPS podria representar 
un mecanismo endôgeno de protecciôn, que no se activaria en los machos.
La ovariectomia produce un aumento en los niveles plasmàticos de IL-lra  
independientemente del tratamiento prenatal y  el estradiol los disminuye, pero sôlo en las 
ratas tratadas prenatalmente con LPS
La IL-lra aumenta su expresiôn paralelamente a un aumento en los niveles de IL-1 
(Arend, 1991) y existen evidencias de que las hormonas gonadales femeninas modulan los 
niveles de IL-1 (Cannon y Dinarello, 1985; Polan y cols., 1988; Konecna y cols., 2000). 
Por este mecanismo las hormonas gonadales podrian regular los niveles de IL-lra. La 
progesterona y el estradiol inhiben la producciôn de mRNA de IL-1 (Polan y cols., 1989)
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por lo que cabria esperar que una privaciôn de estas por ovariectomia aumentara los 
niveles basales de IL-1, y por ende de su antagonista el IL-lra. En este sentido habria side 
interesante tener las medidas de IL-1, pero como comentâbamos, los niveles basales de IL- 
1 estaban por debajo del limite de detecciôn.
En nuestro estudio las ratas tratadas prenatalmente con LPS mostraron un aumento 
en los niveles plasmàticos de IL-lra como consecuencia de la ovariectomia, a diferencia de 
las tratadas prenatalmente con salino, que no mostraron ningùn efecto de la ovariectomia 
sobre estos niveles. Ademâs de que este aumento en IL-lra se produzca por un efecto 
directo de la privaciôn de hormonas gonadales, otra posibilidad es que se deba al aumento 
de tejido adiposo producido por la ovariectomia ya que se ha descubierto que este tejido es 
una importante fuente de IL-lra (Juge-Aubry y cols., 2003). En este sentido es interesante 
comentar que en nuestro estudio, las hembras gonadectomizadas mostraron un peso 
significativamente mayor que las sham, y este efecto fue mâs pronunciado en las hembras 
tratadas prenatalmente con LPS (datos no mostrados). Por otra parte, las hembras LPS 
parecen mostrar una mayor sensibilidad al estradiol que las hembras control. Este dato, 
junto al de COX-2 en que las hembras LPS mostraban una insensibilidad al tratamiento, 
hace pensar que en las hembras LPS quizâ baya alteraciones en la regulaciôn 
neuroinmunoendocrina, aunque de alguna manera puedan estar compensadas de forma que 
no muestren las alteraciones conductuales que muestran los machos.
El LPS prenatal en ratas macho induce una disminuciôn de COX-2 en corteza 
prefrontal y  una respuesta alterada en la regulaciôn de COX-2 por estradiol en el nùcleo 
accumbens
Uno de los eventos asociados a inflamaciôn periférica es el aumento de expresiôn 
de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) inducido por citoquinas proinflamatorias (DuBois y cols., 
1998; Vane y cols., 1994). La COX-2 es una enzima clave en la sintesis de prostaglandinas 
a partir del âcido araquidônico (Henrion y cols., 1997; Feletou y Vanhoutte, 2006;. Blanco- 
Rivero y cols., 2005). Las protanglandinas median las respuestas de inflamaciôn y fiebre 
(Bos y cols., 2004). Puesto que en varios modelos de infecciôn prenatal, incluido el 
nuestro, se han encontrado mayores niveles de citoquinas proinflamatorias en suero.
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consideramos interesante determinar si esto se correlacionaba con una mayor expresiôn de 
COX-2 en la corteza prefrontal y el nùcleo accumbens.
Observamos que las ratas macho tratadas prenatalmente con LPS mostraban una 
menor expresiôn de COX-2 en corteza prefrontal, que las tratadas prenatalmente con 
salino, independientemente del tratamiento con estradiol. En un principio podria parecer 
contradictorio, puesto que una de las principales caracteristicas de los modelos de 
infecciôn prenatal es una mayor expresiôn de marcadores de inflamaciôn (Boksa y cols,
2010). Sin embargo, ademâs de su papel en inflamaciôn, la COX-2 también se expresa 
constitutivamente en tejido nervioso (O'Banion, 1999; Yamagata y cols., 1993) y sus 
productos, especialmente la prostaglandina 2 (PGE2), estân implicadas en varias 
funciones esenciales como la diferenciaciôn sexual del cerebro durante el desarrollo fetal 
(Amateau y McCarthy, 2004) y la regulaciôn de la neurotransmisiôn glutamatérgica en la 
vida adulta (Dave y cols., 2011).
En los ùltimos anos se ha propuesto que la esquizofrenia también tiene sus raices 
en una alteraciôn en la trasmisiôn glutamatérgica. Se postulô que una de las caracteristicas 
de la esquizofrenia consistia en estados hipoglutamatérgicos y una menor funciôn de los 
receptores NMDA (Olney y Farber, 1995). El sustento de esta teoria viene de que 
sustancias antagonistas de los receptores de glutamato inducen sintomas psicôticos en 
individuos sanos (Krystal y cols., 1994) y empeoran los sintomas en pacientes 
esquizofrénicos (Lahti y cols., 1995). Este efecto se ha observado también en modelos 
animales de esquizofrenia basados en el uso de antagonistas NMDA como fenciclidina o 
MK-801 (Hashimoto y cols, 2005; Vigano y cols, 2009; de Lima y cols., 2005) y varios 
autores han descrito alteraciones en la neurotramisiôn glutamatérgica en modelos de 
infecciôn prenatal (Lante y cols., 2007; Meyer y cols., 2008; Roumier y cols., 2008).
Por tanto, la menor expresiôn de COX-2 en las ratas macho tratadas prenatalmente 
con LPS, puede representar un defecto relevante, ya que una disminuciôn de los niveles de 
COX-2 podria implicar una disminuciôn de PGE2 y por lo tanto podria ser causante de una 
disminuciôn en la neurotransmisiôn por glutamato (Dave y cols., 2011). En consonancia 
con esto, el grupo de Maida descubriô que en corteza de hombres esquizofrénicos habia
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una disminuciôn de la PGE2 sintasa (Maida y cols., 2006). Otro dato interesante es que se 
ha asociado el uso de inhibidores de la COX-2 con un aumento de sintomas psiquiâtricos 
(Onder y cols., 2004; Jiang y Chang 1999), aunque a este respecto también hay estudios 
que sugieren lo contrario (Müller y cols, 2010) lo que induce a pensar que quizâs en 
términos générales, en enfermedades psiquiâtricas se podria dar una expresiôn alterada de 
COX-2 que podria ser tanto a la alza como a la baja, dependiendo del ârea del cerebro.
El LPS prenatal en ratas hembras produce una falta de respuesta a la regulaciôn 
de COX-2 inducida por estradiol en corteza prefrontal y  nùcleo accumbens
En el caso de las ratas hembra tratadas prenatalmente con LPS, a diferencia de los 
machos, no se observô ningùn cambio en los niveles de COX-2, respecto a las hembras 
tratadas prenatalmente con salino, en ninguno de los tejidos estudiados. Como exponiamos, 
la COX-2 juega un papel esencial en la diferenciaciôn sexual del cerebro: a partir de su 
inducciôn por el estradiol aumenta la concentraciôn de prostaglandinas (Schwarz y cols., 
2008; Wright y cols, 2010), siendo la PGE2 uno de los agentes responsables de la 
masculinizaciôn del cerebro (Amateau y cols, 2004). Por lo tanto séria posible que 
diferencias en la actividad de COX-2 entre machos y hembras durante el desarrollo fetal 
como consecuencia de la exposiciôn al LPS, pudieran generar diferencias sexuales en la 
respuesta del cerebro a situaciones patolôgicas en la vida adulta.
La privaciôn de hormonas gonadales por ovariectomia indujo un aumento 
considerable en la expresiôn de COX-2 en el nùcleo accumbens de las hembras tratadas 
prenatalmente con salino pero no en las hembras tratadas prenatalmente con LPS. Por 
ùltimo, el tratamiento agudo con estradiol disminuyô ligeramente la expresiôn de COX-2 
en la corteza prefrontal, y también disminuyô en gran medida la expresiôn de COX-2 en el 
nùcleo accumbens de las hembras tratadas prenatalmente con salino, aunque sin revertir 
totalmente el efecto de la ovariectomia. El estradiol no produjo ningùn efecto sobre los 
niveles de COX-2 en las hembras tratadas prenatalmente con LPS.
En estudios con roedores hembra se ha demostrado que la administraciôn de 
estradiol a ratas ovariectomizadas inhibe la inducciôn de COX-2 mediada por la citoquina 
proinflamatoria IL-lp (Ospina y cols, 2004). Ademâs, un pretratamiento con estradiol
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inhibe la producciôn de COX-2 y citoquinas inflamatorias en astrocitos expuestos a la 
proteina P-amiloide. Se ha propuesto que uno de los mecanismos asociados al efecto 
antiinflamatorio del estradiol consiste en la inhibiciôn del NF-kP (Galea y cols, 2002). Otro 
mecanismo por el que el estradiol es antiinflamatorio es por su capacidad antioxidante que 
puede limitar el dano producido por la generaciôn de especies reactivas de oxigeno durante 
la activaciôn inmune (Behl y cols., 1997; Szelényi, 2001). Estos y muchos otros estudios 
demuestran la capacidad antinflamatoria del estradiol en modelos animales sometidos a un 
estimulo proinflamatorio (revisado por Pozzi y cols., 2006), lo que podria explicar que la 
falta de esta hormona por ovariectomia induzca un estado de inflamaciôn detectable por el 
aumento de COX-2. En trabajos con animales ovariectomizados, sin que estos hayan sido 
sometidos a ningùn estimulo inflamatorio, se ha detectado que efectivamente la 
ovariectomia induce un estado de inflamaciôn en diverses tejidos, por lo que es posible que 
en cerebro ocurra otro tanto (Kireev y cols., 2010: Abu-Taha y cols, 2009; Baeza y cols., 
2011; Surmeli y cols., 2011; Routley y cols., 2009). Asimismo, nuestros resultados en los 
experimentos de estrés crônico (ver capitlo de Resultados, apartado 1.3) muestran que la 
ovariectomia per se, induce un aumento de marcaje de astrocitos y células NG2, lo cual 
también podria sugerir que simplemente la privaciôn de hormonas gonadales hasta para 
predisponer al organisme a un estado inflamatorio. Se ha demostrado que uno de los 
principales mecanismos del estradiol para ejercer su acciôn antiinflamatoria es a través de 
su receptor a (Vegeto y cols, 2003), por lo que quizâs, al no responder las hembras tratadas 
prenatalmente con LPS a la privaciôn hormonal, ni al tratamiento con estradiol exôgeno, se 
podria suponer que tienen algùn defecto en la senalizaciôn por este receptor, aunque serian 
necesarios mâs estudios para comprobarlo.
. -
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1. La privaciôn de hormonas ovâricas a largo plazo induce conductas de tipo 
ansioso y al sumarla al estrés crônico hace emerger comportamientos de tipo depresivo.
2. La privaciôn de hormonas ovâricas a corto y largo plazo induce un aumento 
en la densidad de células de glia immunoreactivas para GFAP o NG2 y una 
disminuciôn en la proliferaciôn celular en el giro dentado, mientras que el estrés por si 
solo no parece ejercer ningùn efecto sobre estos parâmetros.
3. El estradiol, la progesterona y los moduladores selectivos de los receptores 
de estrôgeno tamoxifeno y raloxifeno son capaces de revertir el comportamiento de 
tipo depresivo y ansioso producido por la privaciôn de hormonas ovâricas de larga 
duraciôn y el estrés crônico.
4. La inflamaciôn prenatal inducida por inyecciôn con LPS induce alteraciones 
en las rutas de senalizaciôn reguladas por IGF-1 y el estradiol en las ratas macho.
5. La inflamaciôn prenatal inducida por inyecciôn con LPS produce en ratas 
macho adultas, pero no en hembras, un deterioro en el reconocimiento de objetos. La 
privaciôn de hormonas gonadales también induce un defecto en reconocimiento de 
objetos en ratas macho, sin afectar a las hembras, lo que nos révéla que existe un 
dimorfismo sexual en la susceptibilidad de los procesos cognitivos a la inflamaciôn 
prenatal.
6. El tratamiento con estradiol, progesterona, tamoxifeno y raloxifeno previene 
el deterioro en reconocimiento de objetos observado en las ratas macho tratadas 
prenatalmente con LPS.
7. La inyecciôn prenatal con LPS induce deterioros en conductas relevantes 
para la esquizofrenia y la enfermedad de Parkinson en ratas machos, pero no en ratas 
hembra. El estradiol es capaz de revertir dichas alteraciones. Estos defectos podrian 
estar directamente relacionados con alteraciones en la actividad dopaminérgica y en 
marcadores de inflamaciôn como TNF-a, cuyos niveles también son regulados por el 
estradiol.
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8. La privaciôn de hormonas ovâricas prepuberalmente en ratas hembra no
afecta a la inhibiciôn prepulso, pero si induce una fuerte disminuciôn en su respuesta 
dopaminérgica.
9. El tratamiento con LPS prenatal afecta de una manera distinta y mâs
pronunciada a las ratas macho en marcadores de inflamaciôn y de actividad 
dopaminérgica.
10. La ovariectomia prepuberal induce alteraciones en marcadores de actividad
dopaminérgica y marcadores de inflamaciôn en las ratas hembras. Ademâs, estos 
parâmetros se ven afectados de una manera diferente por el tratamiento con estradiol en 
las ratas hembra tratadas prenatalmente con LPS y en las ratas hembras control.
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